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A NEW MICRO-METHOD FOR THE DETERMINATION 
OF BLOOD SUGAR.* 


By 
IWAO OGAWA anp KEIZO KODAMA. 


(From the Biochemical Laboratory, Aichi Medical College, Nagoya.) 


(Received for publication, June 10, 1928.) 


Although several micro-methods for the determination of blood 
sugar are known, most of them require some technical skill, which 
is often filled with difficulties for those who are not very familiar 
with chemical analysis. The purpose of this communicaticn is to 
describe an exceedingly simple method, by which the content of 
blood sugar can be determined in an amount of blood as low as 
0.05-0.1 ce. with satisfactory accuracy. 

Principle:— The blood is deproteinised by acetic acid and 
potassium ferricyanide, alkalised with sodium carbonate and then 
boiled. Ferricyanide is thus reduced to ferrocyanide, the amount of 
which is parallel to the amount of sugar present. After it is 
cooled, FeCls-solution, acidulated with acetic acid, is added and 
the blue colour, due to the formation of prussian-blue, is com- 
pared with the standard, which is obtained with the known amount 
of glucose treated in the same manner as with blood. 

Reagents :-— 

1) 0.3% acetic acid. 

2) 1/200 mol. ferricyanide solution. 
1.646 gm. of pure potassium ferricyanide (Kahl- 
baum) are dissolved in 1 liter of distilled water. 
The salt should be free from ferro compounds which 
ean be detected by a trace of blue colour on the 
addition of ferric chloride solution (4). 


* This paper was read before the November meeting of Aichi Medical 
College, 1927. 
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3) 10% NaeCQOs solution, 
10 gm. of pure carbonate (anhydrid) are dissolved 
in 100cce. of distilled water. The solution itself 
should not cause any reduction. 

4) Ferric chloride solution, 
1.65 gm. of ferric chloride are dissolved in 1 liter 
of 30% acetic acid solution. 

5) Standard glucose solution, 
1 gm. of pure glucose, exactly weighed out, is dis- 
solved in 100 ce. of saturated NaCl-solution. This 
must be preserved in the ice chest and 1 ce. of this 
stock solution is diluted to 100 ec. with distilled 
water before the use. 

Procedure:— The blood is collected in a small dry porcelain 
crucible, containing a trace of finely powdered potassium oxalate. 
Usually 5 drops are sufficient for duplicate determinations. The 
blood is then drawn into a straight calibrated pipette of 0.1 ec. up to 
0.05 or 0.1 according to the cencentration of sugar in the blood and 
blown out into a test tube containing 5 ec. of 0.8% acetic acid (1). 
The pipette is washed out ‘several times with this acid. Then the 
whole solution is made up to 6.0 ce. by adding distilled water. Into 
another test tube are pipetted 5.0 ce. of 0.8% acetic acid and 1 ee. of 
the diluted standard sugar solution (5). Both tubes are placed in 
a boiling water bath for 3 minutes and then cooled in running water. 
Then 3 ce. of the ferri-cyanide solution(2) are added and mixed well 
with the contents. After standing for a few minutes the solution 
containing the blood is filtered through the Wattman filter paper 
(7mm. diameter). The filtrate thus obtained should be perfectly 
clear. 5.0cc. of this filtrate and of the standard solution are 
pipetted into dry clean test tubes and mixed with 1.0 cc. of sodium 
carbonate solution(3) respectively. After it is well mixed the 
tubes are placed again in a boiling water bath for 6 minutes. 
Then the tubes are cooled in water and to each lee. of ferric 
chloride solution(4) is added by means of a pipette. The blue 
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colours thus developed are compared with the colorimeter. In this 
ease it will be found convenient to use the brown colour screen, 
if necessary, to filter off the yellow nuance due to the excess of 
the ferricyanide. 

The calculation is very simple. If the ratio of the colori- 
metrical readings of the unknown solution to that of the standard 
be a/b, then a/b X 0.1 gives the concentration of glucose in gm. 
per 100 ce. of the blood when 0.1 is taken for analysis. 


EXPERIMENTS. 


1) With pure glucose. According to Hagedorn and Jensen 
(1923) the amount of ferri-cyanide reduced by glucose is exactly 
parallel to the concentration of glucose. This statement was also 
verified by the experiments carried out with pure glucose in the 
same manner as described above. The experimental results are 
given in Table I. where the values in the third column were cal- 
culated using the solution containing 1.0 of the glucose solution as 


standard. 
TABLE I. 
The experiment with pure glucose. 
The amount of sugar Colorimetric The amount of sugar 
solution (0.01%) taken reading found 
for analysis in ce. 

0.2 50.0 0.200 
0.4 24.9 0.410 
0.6 16.6 0.602 
0.8 12.5 0.800 
1.0 10.0 1.000 


2) With blood:—With various samples of blood from rabbits 
the determination were carried out with the authors’ method and 
at the same time with the method of Hagedorn and Jensen. 
The results obtained by both methods are indicated in Table II. 


4 Ogawa and Kodama. 


TABLE II. 
The experiment with blood. 


The concentration of blood sugar 


No. of rabbit as 
Hagedorn-Jensen Ogawa-Kodama 
po 
i 
2 
3 
4 
bs) 
6 
7 
8 


Though there is a tendency to give a slightly higher value 
by the authors’ method, yet the deviation is inconsiderable. 


CONCLUSION. 


A new colorimetric determination of blood sugar is described. 


REFERENCE. 
Hagedorn and Jensen (1923): Biochem. Zeit., 185, 46. 
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UBER DIE BUFODESOXYCHOLSAURE (II). 
Von 


TAKEJI OKAMURA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1928). 


In der ersten Mitteilung (1928) habe ich die Herstellung und 
die Eigenschaften der Bufodesoxycholsdéure Co4Hi903, und Bufode- 
hydrodesoxycholsiiure CosH3¢0,4 dargelegt. 

Dabei habe ich bemerkt, dass die Bufodesoxycholsiure dusserst 
schwer kristallisierbar und als Diketoséure C2,;H3 0,4 identificiert 
worden ist. Hier habe ich weiter ihren Athylester mit Schmelz- 
punkt 171°-173°C und Methylester mit Schmelzpunkt 167°C her- 
gestellt und als Diketosaure mit Sicherheit festgestellt. Aus der 
Bufodesoxycholséure entsteht bei der Oxydation mit Chromsaure- 
anhydrid eine Diketoséure mit Schmelzpunkt 230°C, die ich 
o-Bufodehydrodesoxycholsaure nennen will. Diese Saure ist aber 
eine ziemlich unbestandige Verbindung wie die o-Hyodehydro- 
desoxycholsiure von Windaus (1926) und lagert sich leicht in 
eine neue Diketosdéure CoyH3g0, mit Schmelzpunkt 251°C um, die 
ihrerseits als §-Bufodehydrodesoxycholsdéure bezeichnet werden 
soll. Aus Alkohol lasst sich die a-Diketosaure unverandert 
umkristallisieren, dagegen wird sie bei kurzem Erwarmen mit 
Hisessig verdindert. Es scheint also, dass die «-Diketosdure unter 
der Clemmensenschen Reduktion rasch in die §-Saure umgelagert 
und dabei neue Cholanséure gewonnen wird. Die aus den beiden 
o- und §-Saéuren bereiteten Athylester von der Formel CogHio0s 
sind verschieden, der Ester der §-Siiure ist auch hier der stabilere. 

Bei der Clemmensenschen Reduktion der «-Diketosdiure wird 
die neue Bufocholansdure galiefert, die bei 236°C schmilzt und 
die specifische Drehung (a)$°—= —20,27 hat. Ihr Athylester von 
der Formel CagH4,02 schmilzt bei 108°-111°C und ist auch hier 


- 


2) 
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der stabilere. Bei der Oxydation der «-Bufodehydrodesoxychol- 
siure mit Kaliumhypobromit erhalt man Ketotricarbonsdure, die 
in Nadeln kristallisiert und bei 217-218°C schmilzt. Diese Saure 
ist weder identisch mit der Desoxybiliansaéure noch mit der Desoxy- 
isobiliansdure. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
Bufodehydrodesoxycholsdéuredthylester. 


Es wurde die Bufodehydrodesoxycholsdure in absolutem Athyl- 
alkohol gelést und trockenes Salzsiuregas in die Losung bis zur 
Sattigung eingeleitet. Dabei schied sich eine Kristallmasse aus. 
die aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert wurde. Sie kristal- 
lisiert in Tafeln und schmilzt bei 171-173°C. 

0,105 g Substanz gaben 0,288 g COz und 0,0928 g H.O. 

CogH4o04 Ber. C 74,95% H 9,68% 

Gef. C 74,80% H 9,88% 


Bufodehydrodesoxycholsiuremethylester. 


Der Methylester wurde in der iiblichen Weise mittels Hin- 
leitens von trocknem Salzsfuregas in eine methylalkoholische 
Losung bereitet. Der Methylester kristallisiert in Nadeln und 
schmilzt bei 167°C. 

0,121 g Substanz gaben 0,33 g COs und 0,0104 g H.O. 

CosHgg04 Ber. C 74,58% H 9,52% 

Gef. C 74,38% H 9,66% 


8-Bufodehydrodesoxycholsiiure. CoyHggQx. 

Die a«-Séure mit Schmelzpunkt 230°C ist in der ersten Mit- 
teilung beschrieben. 

Ihre Uberfiihrung in die 8-Saure geschieht folgendermassen : 
1g a-Siure wird in 20cem Hisessig gelést, die Lésung wird mit 
leem konz. Salzséure versetzt und eine Stunde unter Riickfluss 
gekocht. Nach vorsichtigem Zusetzen von Wasser fallt die @-Sdure 
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in Nadeln aus, die nach dem Umkristallisieren aus verdiinntem 
Alkohol bei 251°C schmelzen. 
Lésungsmitteln gegentiber verhilt sie sich wie die «-Saure. 
0,1041 g Substanz gaben 0,2827g CUe und 0,0875g H.O. 
CosH 3604 Ber. C 74,17% H 9,84% 
Gef. C 74,06% H 9,45% 


8-Bufodehkydrodesoxycholséureithylester. 

Der Athylester der o-Siiure, der bei 171-173°C sechmilzt, ist 
schon erwahnt. 

Der Athylester der 8-Saure wurde in der iiblichen Weise 
mittels Einleitens von trocknem Salzsauregas bereitet. 

Er kristallisiert aus verdiinntem Alkohol in Nadeln mit 
Schmelzpunkt 228°C. 

0,1105 g Substanz gaben 0,3032 g COz und 0,0982¢ HO. 

Cog H 4004 Ber. C 74,95% H 9,68% 

Gef. C 74,83% 9,94% 


Bufocholansdwre. CosH4oOo. 


Hine Loésung von 2 g «-Bufodehydrodesoxycholsdure in 100 eem 
Hisessig wurde auf 20g amalgamiertes Zink gegossen, bis zu 
lebhaftem Sieden erhitzt und allmahlich mit einem Gemisch von 
100 cem konzentrierter Salzsaure und 50ccem Hisessig versetzt. 
Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht stehen gelassen, dann vor- 
sichtig bis zur Triibung mit Wasser versetzt und wiederum tber 
Nacht stehen gelassen. 

Da schied sich die Saéure in feinen Nadeln ab, die nach mehr- 
maliger Umkristallisation aus Hisessig bei 236°C schmelzen, in 
Alkohol schwer léslich sind. Die Ausbeute betrdgt ca. 50%. 


Die specifische Drehung ist folgende: 


0,15 x 100 
* Substanz, 99% Al ‘ 85 —- —2 A — — 20), 27. 
0,74 @ Substanz, 99% Alkohol, (@) 0,74x1 


0,1037 g Substanz gaben 0,303 g CO2 und 0,0828 ¢ H20. 
Co4H 4902 Ber. C 79,938 % del 11,19% 
Gef. C 79,77% H 11,18% (Wieland 1912) 
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Wiahrend die Cholansaure aus Cholsdure optisch rechtsdrehend 
ist, zeigt die Bufocholanséure linksdrehende Higenschaften. 

Aber der absolute Wert der specifischen Drehung ist fast 
derselbe wie von Cholanséure aus Cholsaure. 


Bufocholansadureathylester. 


Der Ester wurde in der iiblichen Weise durch Hinleiten von 
Salzsduregas in die alkoholische Losung dcr Bufocholansaure 
hergestellt. Er kristallisiert aus verdiinntem Alkohol in Nadeln 
und schmilzt bei 108-111°C. 

0,098 g Substanz gaben 

0,288 g COs und 0,0987 g H2O0. 

CopHysO2 Ber. C 80,37% H 11,42% 
Gef. C 80,14% H 11,26% 


Ketotricarbonsture. CosH9360-. 


2g reine fein gepulverte o-Bufodehydrodesoxycholsdure 
wurden mit N/10 NaOH neutralisiert und an Wasser wurden der 
Losung bis 80 cem zugesetzt. 

Die so erhaltene Losung wurde in eine aus 8g Kalium- 
hydroxyd, 8g Brom und 80 cem Wasser bereitete Hypobromitlauge 
gegossen; darauf fiigte man zu dem Ganzen unter 0°C 340 ccm 
Wasser hinzu und liess es iiber Nacht bei 5°C stehen. 

Dann wurde das iiberschiissige Hypobromit mit schwefliger 
Saure reduciert, die entstandene Ketotricarbonsdure mit ver- 
diimnter Salzséure ausgefallt, abgesaugt und sorgfaltig mit Wasser 
gut gewaschen. Sie wurde in verdiinnter Essigsiure heiss gelést; 
beim Abkiihlen schied sich die Ketotricarbonsdéure in Nadeln aus 
und. die abgeschiedenen Kristalle wurden abgesaugt. 

Die Ausbeute betragt ca. 1,2g. Der aus verdiinntem Hisessig 
mehrmahls umbristallisierte Kristall schmilzt bei 217-218°C. 


Titration. 
0.04 ¢ Snbstanz brauchten 2,82 cem N/10 NaOH. 
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Aquivalent fiir CosH3¢0-. 
Ber. 436. 
Gef. 446, 


Analyse. 
0,1015 g Substanz gaben 0,2455 g COz2 und 0,0771 ¢ H.O. 
CosH3g0, Ber. C 66,01% H 831% 
Gef. C 65,96% H 85% 


Zum Schlusse spreche ich Herrn Prof. Dr. T. Schimizu 
meinen herzlichen Dank fiir die so freundliche Leitung meiner 
Arbeit aus. 

Auch Herrn Dr. S. Yonemura mochte ich hier meinen besten 
Dank fiir seine trefflichen Ratschlige abstatten. 

Ebenso danke ich dm Teikokugakushiin ergebenst fiir das 
gewahrte Stipendium. 
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UBER DIE BILIRUBINBILDUNGSFAHIGKEIT DER 
HUNDEMILZ IN VIVO. 


Von 


YUTAKA KOMORI, CHUJI IWAO unp HIDEO NAKAMURA. 
(Aus der medizinischen Universitdtsklinik von 
Prof. Dr. 8S. Tsunoo, Nagasaki.) 
(Eingegangen am 23. Juni 1928). 


In einer friiheren Mitteilung konnten Komori und Iwao 
(1927), den Ergebnissen von Ernst und Szappanyos (1925) 
ganz entsprechend, die Bilirubinbildungsfahigkeit der iiber- 
lebenden normalen Hundemilz durch Durchstrémungsversuche 
bestitigen. Die vorliegende Arbeit bezweckt nun nachzuweisen, 
ob die Hundemilz auch in vivo die Fahigkeit habe, den Gallén- 
farbstoff zu bilden. Solehe Versuchsanordnung schliesst nicht die 
Mitwirkung anderer Organe aus, wie schon Komori und Iwao 
betont haben. Wenn man aber in der Milzvene immer mehr 
Bilirubin nachweisen kénnte, als in der entsprechenden Arterie, 
so diirfte man doch eine ausschlaggebende Beteiligung der Milz 
an der Bilirubinbildung annehmen, sei es, dass die vorbereitenden 
Prozesse in den anderen Organen vonstatten geben, sei es, dass 
die Prozesse der Bilirubinbildung in der Milz allein stattfinden. 
Dazu kommt noch ein grosser Vorteil, dass namlich die Bakterien- 
wirkung, die von einigen Autoren gegen die Arbeit von Ernst 
und Szappanyos geltend gemacht wurde, wenn auch dieser 
Einwand von Komori und Iwao schon unwahrscheinlich gemacht 
wurde, hier nicht in Frage kommen kann. 

Wie Hijmans van den Bergh (1918) gezeigt hat, enthalt 
das Hundeserum bei normalen Individuen kein Bilirubin oder nur 
Spuren desselben. Wenn man also die Bilirubinbildungsfahig- 
keit der Milz aus dem Unterschied des Bilirubingehaltes in der 
Milzvene und in der Milzarterie erschliessen will und dabei nicht 
auf spektrophotometrischen Wege, wie er von Mann und seinen 
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Mitarbeitern (1925) eingeschlagen wurde, sondern mit der 
Diazoreaktion vorgehen will muss man bei Hunden kiinstlich eine 
Hyperbilirubinémie hervorrufen. Dem Zweck unserer Untersu- 
chung entsprechend darf die Hyperbilirubinaémie aber nicht mecha- 
nisch durch Verhinderung des Gallenabflusses herbeigefihrt 
werden, sondern muss durch iibermassige Zufuhr von Gallenfarb- 
stoffmaterial hervorgerufen werden, die zur Steigerung der extra- 
hepatischen Bilirubinbildung fiihren miisste, wenn letztere iiber- 
haupt angenommen werden darf. Die iibermdssige Materialzufuhr 
geschah bei unseren Untersuchungen durch intravitale Hamolyse. 
Zur Herbeifiihrung derselben wurde die intravenédse Injektion von 
destilliertem Wasser anderen chemischen Blutgiften, wie Toluy- 
lendiamin und hémolytischen Sera, vorgezogen, erstens, weil der 
haémolysierende Mechanismus des Wassers im Gegensatz zu anderen 
Blutgiften festzustehen scheint, zweitens, weil bekannt ist, dass 
die Injektion von destilliertem Wasser nicht so schwere Leber- 
veranderungen im Gefolge hat wie Toluylendiamin und 4hnliche 
Gifte (Carazza, 1911) bzw. hamolytische Sera (Muggia, 1924). 

Alle Versuche wurden an gesunden Hunden ausgefiihrt. 
Nachdem ihnen Morphium injiziert war, wurden sie in der 
Riickenlage fixiert. Nach Enthaarung mit Bariumsulfid und 
Desinfektion des Operationsherdes wurde der Bauch in der Median- 
linie gedffnet. 10 ccm Blut wurden zur Kontrolle der Vena 
lienalis entnommen. Nach Blutstillung durch digitale Kompres- 
sion wurde der Bauch wieder geschlossen. 

Nun wurden der Angabe von Rich folgend (1922) 30 cem 
steriles, destilliertes, auf 37°C erwarmtes Wasser pro Kilogramm 
K6rpergewicht des Tieres innerhalb von fiinf bis acht Minuten in 
die Vena jugularis injiziert. Der Bauch wurde zu verschiedenen 
Zeiten nach Vollzug der Wasserinjektion wieder gedffnet. Das 
Blut wurde fast gleichzeitig der Milzvene und -arterie entnommen 
und zentrifugiert. Das getrennte Serum wurde mit der vier- 
fachen Menge 96% igen Alkohols versetzt und wieder zentrifugiert. 
Die quantitative und qualitative Bilirubinbestimmung wurde dann 
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am Zentrifugat ganz auf dieselbe Weise wie bei der friiheren 
Arbeit angestellt. Neben der Bilirubinbestimmung wurde auch 
die Menge des Hamoglobins, das durch intravitale Hamolyse im 
Serum enthalten ist, nach Fleischl-Miescher bestimmt. 

Die Versuchsergebnisse wurden zur Ubersicht in einer 
Tabelle zusammengestellt. Daraus ergibt sich, dass in allen Ver- 
suchen mit Ausnahme eines einzigen Falles die Bilirubinreaktion, 
die im Kontrollversuch negativ ausfiel, 0,5-3 Stunden nach der 
Wasserinjektion positiv wurde. Dabei war die Reaktion am Blut 
der Milzvene ausnahmslos staérker als an dem der entsprechenden 
Arterie. Aber in quantitativer Hinsicht war die Farbenintensitit 
mit Ausnahme von zwei Versuchen so schwach, dass man mit dem 
von Hellige hergestellten Vergleichskeil keine sichere Bestimmung 
anstellen konnte. In solchen Fallen beschrinkten wir uns darauf, 
nur anzugeben, in welchem Gefiasse, nach der Farbenintensitat 
beurteilt, der Bilirubingehalt groésser war. In den zwei Versuchen, 
bei denen die quantitative Bestimmung ausgefiihrt werden konnte. 
enthielt das Milzvenenblut ziemlich viel Bilirubin, wiihrend in dem 
Arterienblut nur Spuren desselben gefunden wurden. 

In der varigen Arbeit haben Komori und Iwao (1927) 
gefunden, dass der Gehalt der Durchstrémungsfliissigkeit an freiem 
Hamoglobin nach der Durchstrémung erheblich zunahm. Nun 
wurde bei den meisten hier vorliegenden Untersuchungen nachge- 
wiesen, dass auch bei der intravitalen Hamolyse der Gehalt des 
Serums an freiem Hamoglobin in der Milzvene mehr oder weniger 
grésser war, als in der Arterie. In welchem Zusammenhang mit 
der Blutmauserung diese Beobachtungen stehen, muss aber spateren 
Untersuchungen vorbehalten werden. 

Was nun die Bilirubinbildungsfahigkeit der Milz bei der 
intravitalen Hamolyse betrifft, so stehen unsere Ergebnisse im 
schroffem Gegensatz zu denen von Arnold Rice Rich (1922). 
Von ihm wurden nur Versuche angestellt, bei welchen immer 
mehrere Stunden nach der Injektion von 30 eem Wasser pro Kilo- 
gramm Korpergewicht das Blut der Milzvene, der Arteria carotis 
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und der Vena jugularis entnommen und untereinander in bezug 
auf den Bilirubingehalt verglichen wurden. Bei drei Versuchen, 
bei denen sich Bilirubin in betrichtlicher Menge iiberall im 
Serum fand, konnte gar keim Unterschied nachgewiesen werden. 
Bei dem vierten Versuch, bei dem das Milzvenenblut nur schwer 
gewonnen wurde, und Milzstauung die so leicht bei langerem 
Arbeiten an der Milzvene eintritt, zu konstatieren war, ergab die 
Analyse des Milzvenenblutes einen Wert von 1:240000, wahrend 
das zur gleichen Zeit aus der Vena jugularis und Arteria carotis 
gewonnene Serum nur 1:280000 ergab. Seiner Meinung nach kann 
dieser. einzige Versuch schwerlich fiir die Bedeutung der Milz als 
spezifisch bilirubinbildenden Organs sprechen. Woher kommt eine 
solehe Diskrepanz zwischen seinen und unseren Ergebnissen? 

Nach seinen Angaben geschah bei Rich der Vergleich immer 
mehrere Stunden nach der Injektion von Wasser. Vielleicht liegt 
ein Grund in diesen zeitlichen Verhdltnissen. Er gibt auch an, 
dass sich Bilirubin ‘‘in betrachtlicher Menge’’ tiberall im Serum 
fand. Diese ‘‘betrachtliche Menge’’ konnte eine etwaige Differenz 
verdecken, die nach unseren Untersuchungen in den meisten Fallen 
nie gross ist. Man kénnte gegen unsere Versuche einwenden, 
dass bei der Blutentnahme aus der Milzarterie und -vene leicht 
eine Milzstauung vonstatten ginge, die in der Folge einen grésseren 
Bilirubingehalt im Milzvenenblut hervorriefe. Bei unseren Ver- 
suchen aber war die gleichzeitige Entnahme aus der Milzarterie 
und -vene gar nicht schwer, sodass von Milzstauung gar keine 
Rede sein konnte. Auch angenommen, dass Milzstauung wirklich 
vorlage, kann man doch die grosse Differenz in den Versuchen 
4 und 9 nicht verstehen, ohne dass die Bilirubinbildung in der Milz 
angenommen wird. 

Wie grossen Anteil die Milz an der Bilirubinbildung bei der 
durch intravenédse Wasserinjektion hervorgerufenen, intravitalen 
Himolyse hat, ist auch eine wichtige Frage. Rich fand, dass 
die splenektomierten Gallenfistelhunde unter den gleichen Bedin- 
eungen der Hamolyse genau so vielmal mehr ihres Normalwertes 
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an Bilirubin ausscheiden wie die normalen Gallenfistelhunde. 
Auch Sugiu und Ozu (1927) kamen vor kurzem zu demselben 
Resultat. Diese Beobachtungen scheinen der Milz eine spezifische 
oder beherrschende Rolle bei der Bildung von Bilirubin bei der 
intravitalen Hamolyse abzusprechen. Wir selbst kénnen vorlaufig 
zu dieser Frage keine Stellung nehmen, weil der Zweck unserer 
Arbeit nicht in der Feststellung liegt, wie viel Bilirubin die Milz 
bilden konne, sondern nur darin, ob die Milz auch bei der intra- 
vitalen Hamolyse Bilirubin zu bilden vermége. 

Zusammenfassend muss hier behauptet werden, dass die Milz 
auch in vivo bei der intravitalen Hamolyse, die durch die intra- 
venése Injektion vom destillierten Wasser hervorgerufen wird, 
Bilirubinbildungsfahigkeit entfalten kann. 
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Collazo (1922) has published a paper on the blood sugar 
content of guinea pigs suffering from scurvy and later Palladin 
(1924) reported on the same problem. The former has performed 
a series of experiment with four guinea pigs. According to his 
investigation, the first guinea pig began to show hyperglycemia 
in a week after the symptoms of scurvy had been developed, and 
gradually the blood sugar content increased until the time of its 
death. This animal lived only nineteen days. The second lived 
thirteen days, and showed hypoglycemia throughout his whole life. 
In the case of the third, that lived thirty eight days, at first the 
blood sugar content fell for three or four days, then it increased 
gradually until it reached the maximum value on the thirty fifth 
day, and then it decreased again to normal before death. The 
fourth lived 33 days, and at first it showed hypoglycemia in a 
slight degree, but from the 15th day it began increasing, till on 
31st day it reached the maximum value. According to Palladin’s 
investigation, the blood sugar content begins to increase as soon as 
the food is changed to a diet free of vitamin C, and after the end 
of two weeks it reaches the maximum value. Then it goes down 
gradually until the animal dies. On the other hand, he has 
proved that the glycogen content of the liver gradually de- 
creases in a scorbutic guinea pig till the amount can not be 
detected. Because of these results, he has concluded that there 
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is a disturbance of carbohydrate metabolism in the scorbutic 
animal. But the basal diet which was used by him consisted ex- 
clusively of ‘‘Hafer’’ and water recommended by Holst and 
Frélich (1907, 1912, 1918). McCollum, Simmonds and Pitz 
(1917) have already pointed out the incompleteness of the oat 
kernel, because it is not only deficient in amino-acids and salts, 
but also because it contains vitamin A in a very small amount. 
One of the authors (1918) of this paper has proved the existence 
of vitamin B in oatmeal. Nagayama (1918) had also shown that 
guinea pigs nourished with oats and cabbage do not grow up 
normally. We have to take great care as to the basal diet in this 
kind of experiment. Of course, it is the same thing also in the 
ease of experimental scurvy. <A series of experiment were per- 
formed in our laboratory with especial reference to this point. 


EXPERIMENTAL METHOD. 


Guinea pigs weighing 300-500 gm. were used. The basal diet, 
reported by Sherman (1922) and applied in our experiments was 
as follows: 


Oatmeal 59% 
Skimmed milk powder, heated on open trays at 110°, until 
all the antiscorbutie vitamin is destroyed. 30% 
Butter fat, freshly prepared. 10% 
Sodium Chloride. 1% 


In addition to this basal diet, ‘‘daikon’’ (Raphanus Sativus) 
was given to the control animal as a vitamin C supply. Also the 
water was given ad libitum. All the experimental animals were 
bred in metallic cages. The body of the cage was made of wire- 
gauze and the bottom was covered doubly. A loose net was put 
on the upper part in order to prevent the accumulation of faeces. 
The lower part was a close meshed net and an enamel funnel was 
set under the bottom of it for the purpose of gathering the urine 
in a bottle. In the morning, before giving the food, the blood 
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TABLE I. (a) 
Blood sugar content of guinea pigs fed on scorbutic diet. 


4 5 6 8 9 10 
0.132 0.122 
0.117 | 0.130 — 
0.133 | 0.108 | 0.134 | 0.09638 0.090 
0.134w| 0.111+| 0.135w| 0.110w 0.112 
3/VIII 0.106 | 0.133 | 0.101 | 0.188 | 0.122 _ 
6 0.115 | 0.134 | 0.113 | 0.185 | 0.102 | 0.182 | 0.117 
10 0,147s 8 — 0.140 | 0.110 | 0.128 _ 
13 8 0.141 } 0.122 | 0.184 | 0.181 
17 0.140d| 0.1278] 0.109 | 0.129 
20 ios — 0.117 
25 0.144 0.109 | 0.117 
30 — 0.1147] 0.134 
4/TX 0.142 0.134 | 0.106 
9 0.124 - 0.099 
14 0.125 0.131 | 0.099 
19 0.124 0.145 | 0.132 
22 0.143 8 0.08 
26 0.130 0.115 
* 30 os 0.116 
5/X 0.135 0.157s 
9 0132 
13 0.117 
17 0.124 
21 0.115 
23 : 0.130 


W—‘‘daikon’’ was omitted from the diet. 
S—Died. 
D—‘‘daikon’’ was added. 
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TABLE I. (b) 


1j 
No. 
igl 12 13 14 15 18 25 26 27 28 29 


ae ! 


| $$ | | ——___—_ 


9/IX |0.096 |0.082 
14 — {0.102 
19 {0.105 0.102 
22 |0.095w\0.081w 
26 |0.102 |0.100 
30 0.108 |0.098 
5/X |0.105 |0.106 [0.098 |0.080 |0.101 


9 |0.124| — | — |0.099 |0.103w 

13 |0.127*10.102*10.099 |0.095 0.104 |0.101 

17 0.101 |0.100 |0.102 0.098 

21 0.102w\0.099w10.100 |0.099% 

23 — | — | — | — |o.109 Jo.101 |0.115 |o.096 10.115 
25 0.110 |0.099 |0.113 |0.109 |0.098w/0.112w| —w |0.100w|0.108w 
27 seeiid Omen 17 80: a ean Wee gees ise hae 
30 0.087 0.095 | * {0.098 |0.097 0.097 |0.116 |0.097 0.091 

3/XI 0.104] 8 0.130 10.102 [0.121 |. — | — | — 
5 - — | — | — |o,123 |0.120 |0.121 
6 — 0.127 0.095 jo.110| — | — | — 
9 0.086 0120.) = eee eee 
11 8 * [0.108 |0.081s|0.118 [0.090 |0.092s 
14 0.107 = i, 

16 0.114s 8 


*—Beat to death. 


sugar content was determined by Bang’s (1922) new method. 
The glycogen content of the control and the scorbutic animal were 
estimated by Pfliiger-Imamura’s (1921) method. In the ease of 
the scorbutic, it was determined on the first, second and third week. 
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Experimental results. 
The experimental results will be described as follows. 


A. BLOOD SUGAR CONTENT OF GUINEA PIGS. 

1. The case of normal guinea pigs. 

According to the results obtained by 66 determinations with 
eighteen normal guinea pigs, the blood sugar content of the normal 
was 0.08-0.135%, average 0.109%. The majority of the blood 
sugar contents was almost the same as the mean value while only 
four guinea pigs had ca. 0.130%. 

2. The case of guinea pigs on scorbutic diet. 
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Fig. 4. 
indicates the percentage of blood sugar. 
wean indicates the amount of diet ingested by guinea pig. 
—----- indicates the body weight. 


The result of the experiment, performed with seventeen guinea 
pigs with 64 determinations, showed an average of 0.111% (Table 
I. a, b.) 

The body weight, appetite and blood sugar content of some 
scorbutic animals are shown in the above figures 1, 2, 3, 4 and 5. 
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B. THRE LIVER GLYCOGEN CONTENT. 
1. The case of guinea pigs, fed with vitamin C free diet 
for a week. 
The determination for the liver glycogen was performed as 
soon as the animal was beaten to death. The results are shown in 
table IT. 


TABLE II. 
Percent 
Initial| Final Eyes of Weight ae 
Number of | body body |decrease AS of gly- ; 
animals | weight | weight |in body|°! #¥°T| cogen Autopsy findings 
weight 
__| gm gm A gm % 
30 474 450 ae 10.8 0.21 Scurvy not developed 
on 402 360 -10 9.8 0.26 
32 425 320 —24 9.4 0.20 
Average 0.223 
Control 454 405 —10 13.5 0.88 


2. The case of guinea pigs, fed with vitamin C free diet for 


two weeks. 
The results are shown in table ITI. 


TABLE III. 
‘Percent- ‘ 
age of | yo: nt |Amoun 
ght 
Number of decrease go oie die : 
auiiaals ve body of liver eogen Autopsy finding 
weig 
% gm % 
33 —18 14.8 1.81 Developed scurvy 
34 —13 13.0 1.85 
30 —21 5.8 eee 
Average 1.79 
ia 72 
Control Me? 
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3. The case of guinea pigs, fed with a diet free from vitamin 
C for three weeks. 
The results are shown in table IV. 


TABLE IV. 
Percent- 
; Initial| Final | age of Weight Amount 
Number 0 body body |decrease As of gly- c 
animals weight | weight |in body of liver cogen Autopsy findings 
weight 
gm | 2 gee 
36 352 oot 8.6 0.42 Seurvy well 
37 330 | —34 | 10.25] 0.25 developed 
38 404 —29 12.9 0.50 
[eee 
39 370 —29 115 igs 0.23 
40 335 —36 11.9 0.18 


The liver glycogen content of guinea pigs, starved for during 
three days. is shown in table V. 


TABLE V. 


on ’ Percentage 
Nusnher of Initial body| Final body | of decrease} Weight of | Amount of 
weight weight in body glycogen 


animals 


weight 
9 


% 


Discussion. 


The experiments above-mentioned suggest to us that the blood 
sugar content in scorbutie guinea pigs is not so different from that 
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iw) 
or 


of normal ones, which is contrary to what Palladin reported. 
But some of them suddenly showed a tendency to hyperglycemia 
right before death. 

Although the weight of our guinea-pigs was lighter and their 
life was shorter than those of Palladin’s case, our animals never 
belong to Palladin’s so called poor guinea-pigs, in which both 
the body weight and the blood sugar content decrease, as in our 
experiments the body weight of the animal used always increased 
at first and decreased only gradually until the death sets in, with- 
out accompanying any decrease in blood sugar content. The 
increase of blood sugar, which sometimes appears suddenly before 
the death of the animals, does not seem to be due to mere scurvy, 
as we always find the same phenomenon occurring in guinea-pigs 
which die from other causes than seurvy. 

The liver glycogen content of the scorbutiec animal in the first 
week, in the second week, and in the third week was 0.223%, 1.79%, 
and 0.316% respectively. A slightly low content of liver glycogen 
in the first week might not be due to diet void of Vitamin C but 
it is probably due to inanition on account of unfamiliar food. 
Because even in the control animal which had a poor appetite the 
first week, the amount of glycogen content in the liver decreased 
in that period, namely 0.88% and the amount increased in the 
second week as soon as the appetite of the animal became better. 
But in the third week the amount decreased again, accompanying 
a loss of appetite. Therefore, we cannot conclude that the decrease 
of the liver glycogen content at the end of the experimental scurvy 
is due to the lack of vitamin C, unless we could exclude the ac- 
companying starvation. Those to which vitamin C was not given 
betrayed the symptoms of scurvy from the end of the second week 
and yet the amount of the glycogen content in this time was 
not different from that of the normal. Moreover, in the result 
that we determined after killing an animal on the verge of death 
but not afflicted with the scurvy, the glycogen was greatly reduced. 
We could not find any different condition in the case of those on 
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vitamin C free diet. Therefore, we cannot assert that the dis- 
turbance of glycogen formation in the liver comes only from a 
vitamin C free diet. From the above-mentioned experiment, we 
cannot say that a vitamin C free diet gives rise to a remarkable 
disturbance of carbohydrate metabolism in guinea pigs. 


CoNCcLUSION. 


1. The blood sugar content of a normal guinea pig was 
0.109% on the average. 

2. No remarkable change was seen in the blood sugar content 
of guinea pigs fed on a vitamin C free diet, but there were some 
that showed an increase in blood sugar content right before death. 

3. It is still doubtful whether the tolerable decrease of the 
liver glycogen content at the end of scurvy is due to inanition or 
to the vitamin C deficiency. 

4. In the experimental scurvy, there was no remarkable dis- 
turbance in the carbohydrate metabolism. 
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III, The nitrogen metabolism of the animal fed on a 
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(Received for publication, July 24, 1928.) 


In a previous paper, Nagayama, Machida and Takeda 
(1928) reported on the carbohydrate metabolism in experimental 
scurvy. Now, in this paper we announce the results of an in- 
vestigation on nitrogen metabolism in such a case. Also on this 
problem, Palladin (1924) reported some important results which 
are as follows: 1. Increase of ammonia in the urine according to 
the progress of the scurvy. 2. Increase of the creatine amount in 
the urine and of the creatinine coefficient. 3. Increase of the 
creatine in the muscle contemporaneous with these phenomenona. 
From these results, he concluded that the lack of vitamin C brings 
about a disturbance in creatine metabolism and this causes an 
inerease in the creatine of muscle and the creatine in urine, and 
also that the disturbance of creatine metabolism probably comes 
from the disturbance of carbohydrate metabolism in the animal, 
fed with a vitamin C free diet. Besides, viewed from the creatine 
metabolism in experimental scurvy, he said that these facts 
gave a new proof to the endogenous origin of creatinine and of 
creatine in urine. Neverthless, as a basal diet, he used only oats 
and water which Holst and Frélich (1907, 1912, 1913) employed 
the first time. Consequently, it is a natural thing that it was in- 
complete in the point of nutrition without regard to the lack of 
vitamin C as previously stated. We investigated the nitrogen 
metabolism, especially the creatine metabolism of the guinea pig 
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fed with Sherman’s (1922) perfect diet except that there was a 
lack of vitamin C in order to know whether our cases agreed with 
Palladin’s or not. 


I. THE AMOUNT OF NITROGENOUS CONSTITUENT IN THE URINE OF 
THE EXPERIMENTAL SCORBUTIC GUINEA-PIG. 


A. The method of the experiment. 

As the experimental animal, a guinea pig weighing about 
500 gm. was used. The cage and diet are the same as those re- 
ported in the previous paper. 

After collecting urine for two days in a bottle to which 
toluene was added, we determined the total nitrogen by Kjel- 
dahl’s method, the urea by Marshall’s urease method (1913), 
the uric acid by Benedict and Franke’s method (1922), the 
creatine and creatinine by Folin’s colorimetric method (1914), 
and the ammonia by Folin’s method. But in the case of the 
urea and ammonia there were some remarkable errors caused by 
fermentation. Accordingly, we gave up the determination of these 
constituents and measured only the ammonia in the urine which 
was directly taken from the bladders of some scorbutic guinea pigs. 

B. The result of the experiment. 

In the experiments with six guinea pigs by the above-men- 
tioned method, various kinds of nitrogen such as the total nitrogen 
in the urine for two days, the nitrogen per kilo of the body weight, 
creatine nitrogen, and creatinine nitrogen were determined and, 
secondly, the percentage of the latter two nitrogens to the whole 
nitrogen was figured as the following results show. However, 
each average in each week of the scorbutic period was compared 
with the control in which ‘‘daikon’’ (Raphanus Stativus) was 
added to the standard vitamin C free diet. 

These results are shown in Tables I, II, III, IV, V, VI, and 
VII. 

The average of the creatinine coefficient in the scorbutic 
period for each guinea pig is shown in Fig. 1 as a curve. 
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ERRERRESERESO Bao 
BREERERPRR ame CNR a 
BRRSRESESRe ea 
eee nene eee 


2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 
No of Day on Scorvbulic Yiel 


Crsafimime Coefficient 
as 


As seen in the above table, in the amount of the total nitrogen 
in the urine there was not so much variation, but there was some 
increase in the amount before death, so this phenomenon might 
be a so-called premortal increase. There was no variation in the 
creatinine nitrogen from the control period to the scorbutic, but 
when there was any variation, it mostly showed in a slight decrease 
in the amount of excretion. On the contrary, the amount of the 
creatine nitrogen increased with the progress of scurvy, especially, 
at the time of death it became quite remarkable. In consequence, 
the creatinine coefficient also rose at the same time. As for the 
uric acid there was more or less of a decrease in the amount of 
excretion toward the later period. 


II. THE AMOUNT OF AMMONIA IN URINE. 


We could not get ascertain exactly the amount of urea and 
ammonia in the urine which was taken using the animal’s ordinary 
cage. In spite of the fact that the urine was taken directly in a 
vacuum flask into which ice was put, ammoniacal fermentation 
in some degree could not be avoided. As a last resort, we tied up 
the penis of the guinea pig and after twelve hours took the urine 
directly from the bladder and soon determined the ammonia in 
the fresh urine. The amounts of ammonia in this urine in the 
normal or scorbutie period are shown in table VIII. 
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TABLE VIII. 
Number of Scorbutic period Ammonia N 
guinea pigs (days) (mg/dl) 
Normal — 
No. 8 12 
No. 9 14 
No. 10 13 


No. 11 


In the scorbutie period the concentration of the ammonia m 
the urine was greater than that of the control; besides, it was 
likely to increase gradually with the progress of the disease. 
We, on the one hand, determined the amount of various nitrogenous 
substances in the fresh urine of the normal guinea pig and on the 
other hand determined the urine which was excreted naturally. 
The former was compared with the latter and the results are shown 


in table, IX. 


TABLE IX. 


Mg/dl of total creatinine, creatine and uric acid nitrogen in the urine of 
the normal guinea pig which was directly gathered from the bladder or 
naturally excreted. 

(Number of guinea pig, 12.) 


*Bladder urine 


Meg/dl Exereted urine 


Total-N 722 

Urea-N — 
Urie acid N 5.78 
Creatinine N 26.5 
Creatine N 7.14 


Ammonia N 


* Penis was tied up for 12 hours. 
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According to this investigation, unlike the case of urea and 
ammonia, there was not a great difference between the amounts 
of uric acid nitrogen, creatinine nitrogen, and creatine nitrogen 
in the fresh urine and the urine which was naturally excreted. 
Therefore, also in the experiment of the urine which was taken 
in the animal’s ordinary cage, the determination of those nitro- 
genous substances would be the same. 


III. THE AMOUNT OF NITROGENOUS CONSTITUENTS IN THE 
URINE OF THE GUINEA PIG IN STARVATION. 


At the end of experimental scurvy, most guinea pigs fall into 
a condition of complete inanition from the loss of appetite. Be- 
sides, before the time of death, the creatine in the urine increased 
remarkably. Consequently, it is needless to say that more experi- 
menting ought to be done to ascertain the relation between starva- 
tion and the excretion of these nitrogenous constituents. For two 
days no food was given and the nitrogenous constituent in the 
urine was determined. The results are shown in Table X. 

In the starvation experiment performed on four guinea pigs, 
they died from starvation in from three to six days. As in the 
case of the starvation of the other animals the total nitrogen in the 
urine increased remarkably before death. Creatinine nitrogen did 
not usually show any variation until the animal died, but sometimes 
it showed a tendency to decrease in some degree. On the contrary, 
as for the creatine nitrogenous excretion, the amount in the urine 
was always increased by fasting. Then the uric acid nitrogen in 
the urine gradually increased and the curve of the creatinine 
coefficient rose. It differs from the case of the scorbutic period, for 
the uric acid excretion increased in the starvation experiments. 


IV. THE AMOUNT OF CREATINE IN MUSCLE. 
In the above chapter, we described the amounts of creatine 


and creatinine in the urine of a scorbutic guinea pig. We also 
determined the amount of creatine in the muscle of the seorbutic 
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guinea pig in each period. The method of the determination of 
creatine in the muscle was that (1924) which Palladin described. 
1. The amount of creatine in the muscle of the normal 
guinea pig. 
At first, as a control, the amount of the creatine in the muscle 
of a normal guinea pig was determined and compared with that 
of the six guinea pigs. The results are as shown in table XI. 


TABLE XI. 


Muscle creatine 
(a 


Number of 
guinea pigs 


Body weight 
gm. 


No. 17 0.443 
18 0.410 
19 0.417 
20 0.405 
21 0.435 
22 0.465 


0.429 


Average 


According to this investigation, the minimum is 0.405%, the 
maximum 0.465% and the average, 0.429%. 

2. The amount of creatine in the muscle of the experimental 
scorbutic guinea pig. 

The results in which the amounts of creatine in the muscle in 
various scorbutic periods were determined are shown in the table 
XII. 

For the sake of convenience, we inserted in the table the 
average percentage of muscle creatine for successive days in the 
scorbutic period. On the average, it amounted 0.430% on the 
seventh day, 0.367% on the twelfth, 0.410% on the fourteenth, 
0.371% from the sixteenth to the seventeenth, 0.439% from the 
nineteenth to the twentieth and 0.372% from the twenty-second 
to the twenty-eighth. In comparing these values with the amount 
in the normal guinea pig which was mentioned before, there was 
hardly any difference and in the scorbutie period the amount 
decreased in some degree. 
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TABLE XII. 


Body weight 
N umber of or Scorbutic Muscle Autopsy 
guinea pigs Initial Final creatine findings 
period period 
gm 


No. 23 i 
No. 24 a 
No. 25 ae 
No. 26 =: 
Average 0.430 
No. 27 500 335 ale 0.415 + 
No. 28 410 305 12 0.318 ot 
Average 0.367 
No. 29 cts 
No. 30 eharel 
No. 31 + 
No, 32 + 
No. 33 +t 
No. 34 ++ 
Average 0.371 
No. 35 520 370 19 0.480 +++ 
No. 36 525 335 20 0.398 +++ 
Average 0.439 
No 37 555 330 22 0.310 So - 
No. 38 480 325 22 0.371 “Pap ar 
No. 39 500 295 24 0.430 aiaict 
No. 40 530 335 us 0.375 +++ 
Average 0.372 


Foot Note: The severity of autopsy findings such as hemorrhages and 
fragility of bones and looseness of teeth are indicated by,— (no different from 
normal), and +, ++, +++ for inereasing degrees of severity. 


42 Nagayama and Sato: 


3. The amount of creatine in the muscle of the guinea pig im 
starvation. 

Sometimes it happened that the amount of creatine in the 
muscle of the scorbutic guinea pig was little more than that of 
the normal. Accordingly, we determined the amount of the 
creatine in the muscle with some starved guinea pigs in order to 
know whether this phenomenon is connected with starvation, or 
not. The results are shown in table XIII. 


TABLE XIII. 
Body weight 

Initial Final 

period period 


Muscle 
creatine 


Number of 


guinea pigs Fasted 


No. 19 
all 
18 


Average 


In the above table, it is shown that the amount of creatine 
in the muscle of the starving guinea pig was small when compared 
with the value in that of the normal. The minimum was 0.360%, 
the maximum, 0.393%, and the average 0.375%. 


V. Discussion. 


Keeping the basal diet (complete except for a deficiency in 
vitamin C) when we investigated nitrogen metabolism in the 
guinea pig’s scurvy, especially creatine metabolism, we found no 
variation in the amount of creatinine nitrogen in the urine during 
the progress of scurvy, in fact it showed a tendency to decrease. 
On the contrary excretion of creatine nitrogen became quite 
abundant right before death. Consequently the creatinine 
coefficient also rose. Generally speaking, this fact agreed with 
the result of Palladin’s experiment. While in the ease of 
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the normal the amount of creatine in the muscle showed an 
average of 0.429%, in the guinea pig which developed scorbutic 
symptoms it amounted to 0.390% on the average. Therefore, it 
differs from Palladin’s result for he found the amount of muscle 
creatine to decrease in the scorbutic period. On the other hand, 
in the determination of the amount of creatine in the muscle of 
the guinea pig in starvation, such results as a minimum of 0.360%, 
a maximum of 0.393% and an average 0.375% were given. Then 
in comparison with that of the normal, the value in this case was 
small. It has been known that scurvy brings a loss of appetite 
and leads to a condition of absolute or partial starvation. It is 
supposed that there may be some connection with the starvation 
which causes the creatine of muscle to decrease in. the scorburtic 
period. The fact that the excretion of creatine and creatinine 
nitrogen in the urine took almost the same course in scurvy and 
in starvation, seems to indorse the previous opinion. 

In the determination of the amount of ammonia in fresh urine, 
it showed a tendency to increase in the scorbutie period as in 
Palladin’s experiment. As for uric acid nitrogen it showed no 
variation throughout, in fact, the amount began to decrease towards 
the end. But on the contrary, in the starvation experiment the 
amount of uric acid nitrogen increased as the hour of death drew 
near as in the ease of all starving animals. This is the very point 
in which the nitrogen metabolism. in scurvy differs from the meta- 
bolism in starvation. As regards this point, it is open to study. 
From the previous studies it is difficult to affirm about the dis- 
turbance of creatine metabolism in experimental scurvy and even 
if it can not be asserted that it is rather owing to starvation, at 
least in our cases, such a conclusion as the defect of vitamin C 
in diet bringing a disturbance in creatine metabolism, will not 
be given. The cause why creatine in the urine increases might 
be due to some other factor than starvation, which comes at the 
end of the disease, but not merely to scurvy. Even though 
Palladin insisted that the disturbance of creatine metabolism 
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in experimental scurvy originates in the disturbance of carbo- 
hydrate metabolism in such animals, the fact that the disturbance 
of carbohydrate metabolism cannot be recognized in the case of 
complete diet (with the. exception of vitamin C) as Nagayama, 
Machida and Takeda reported, seems to confirm our opinions 
mentioned above. 


VI. ConcLuSION. 


1. In the case of experimental scurvy, the amount of creatine 
in the urine increases also the creatinine coefficient rises. On the 
contrary, no variation is seen in the amount of creatinine. 

2. The amount of creatine in the muscle is almost the same 
as in the normal. 

3. The amount of uric acid does not differ from that of the 
normal and it is rather apt to decrease towards the latter period. 

4. In comparing with the control, the amount of ammonia 
ipereases in some degree. 

5. Also in the case of the guinea pig in starvation, the crea- 
tinine coefficient rises, increasing the amount of creatine in urine. 

6. The amount of creatine in the muscle of the guinea pig 
in starvation is less than that of the normal. 


REFERENCES. 


Benedict, S. R. and Franke, E. (1922): J. Biol. Chem. 52, 

Folin, O. (1914): J. Biol. Chem. 17. 

Holst, A. und Frélich, T. (1907, 1912, 1913): Z. f. Hygine und In- 
fektionskrankheiten. 

Marshall, E. K. (1913): J. Biol. Chem. 14. 

Nagayama, T., Machida, H. and Takeda, Y. (1928): J. of Biochem. 
10, 17. 

Palladin, A. (1924): Biochem. Z. 152. 

Sherman, H. C. (1922): Sherman and Smith, the Vitsmins. 


Additional writing:. 
The subsidy for natural science by the Educational Department was 
applied toward the expense of this study. 


The Journal of Biochemistry, Vol. X, No. 1. 


STUDIES ON THE BEHAVIOR OF CHOLESTEROL 
WITHIN THE ANIMAL BODY. 


I. A method recommendable for cholesterol estimation 
in any kind of tissue. 


By 
JINYE ONIZAWA. 


(From the Bichemical Institute, Tokyo Imperial University. 
Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(Received for publication, July 26, 1928.) 


INTRODUCTION. 


For long time studies attempting to elucidate the role of 
cholesterol in a living organism have been very numerous. Still, 
however, the behavior of cholesterol in the animal body remains 
poorly known and any additional knowledge therefore is quite ac- 
ceptable. Interested in this line of work I made some studies 
regarding the cholesterol contents of tissues under various condi- 
tions and the results will be reported shortly. In the course of 
my study it became necessary to work out a reliable method for 
determining the cholesterol content in tissue. In this communica- 
tion a method is described which is suitable for the determination 
of cholesterol in any kind of tissues. 

The method of determination of cholesterol naturally consists 
of two principal parts: 

1. Extraction of cholesterol from tissue. 

2. Quantitative determination of cholesterol in the extract. 


Part I. Extraction of cholesterol from tissue. 


To extract cholesterol from tissue entirely and in a relatively 
pure state is a very difficult task. Among numerous methods of 
extraction so far worked out by previous workers the best one is 
that devised by J. Fex (1920). Summarily it is as follows: 
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Finely divided tissue is introduced into approximately two times 
its volume of a 2% eaustic soda solution and the mixture is heated 
on a boiling water-bath from one half to one hour. In this pro- 
cedure the tissue is completely dissolved in the warm alkali, and 
cholesterol and its ester suffer no change. This alkaline mixture 
is then transferred into a separating funnel and shaken with ether 
for the extraction of cholesterol. 

Trying to use this method of extraction however I met serious 
difficulties with some kinds of tissue. 

In the case of liver two successive extractions with 150 cc. 
each of ether yielded 98.3% of cholesterol leaving only 1.7% for 
the third extraction, the fourth extract containing no trace of 
cholesterol. Free cholesterol added to the tissue was also recovered 
to the extent of 98.6% by the procedure. Therefore I believe 
that this extraction method is quite reliable for the determination 
of cholesterol in liver. (These determinations were made by means 
of digitonin as described below). When, however, used for some 
other tissues of a rabbit Fex’s method failed to give a fair value. 
For instance, the extraction of cholesterol from whole blood by that 
method was never complete, even though the extraction with ether 
was repeated many times. I discovered this first with whole 
blood. From early +imes cholesterol extraction from whole blood 
was a difficult problem. In the works of Shimidzu (Shimidzu, 
Bioch. Zeit. 28. 1910) who used the Kumagawa-Suto’s method 
for fat determination, I found on computation of the figures that 
the extraction was more incomplete for whole blood than for plasma 
and only in combination with alcohol extraction could he extract 
cholesterol in large quantities. 

Again looking through the tables of Thaysen one ean not 
help thinking that he indorsed the view of greater difficulty of 
extraction of cholesterol ester than of free cholesterol. 
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TABLE I. 
Result obtained by Shimidzu. 


Combined Direct _ %o a 
aleoholic saponifica- ani ti e- 
extraction tion ness of direct 

method 


10 ce. defibrinated horse blood (1) 


0.0133 gm. 0.0079 gm. — 40.7% 


— 37.8% 


10 ee. a » blood (2)} 0.0090 gm. 0.0056 gm. 


. horse serum 


20ce. ,, a — 244% 
TABLE II. 
Result obtained by Thaysen. 
Ether Alcohol 
extraction extraction NaOH + Ether 
frei geb 
mg mg 
Ochsenblut- Tae 12 
kérperchen 
= 2.9 
Ochsenserum 4.171 1.4 11.5 21. 06.4 16.8 8.7 


106.06 0.5 6 12.5 50.3 23 2.6 
9.484 — — 13.8 30.5 5.4 21 
1910 1.3 1.6 _ - 21.6 21.6 


Using Fex’s method for horse plasma’ I found that cholesterol 
was removed completely by three times extraction with ether. 

With the whole blood, however, the extraction of cholesterol 
becomes very imcomplete in spite of several repetitions. 
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I. Tue ExtracTION OF CHOLESTEROL FROM TIIE BLOOD 
BY FEX’s METHOD. 


Experiment 1. 


To about 10 cc. of horse blood, weighing 10.4710 gm., were 
added about 20 cc. of a 2% caustic soda solution and the mixture 
was left to stand for 4 hours, then placed for 1 hour on a boiling 
water-bath. After the liquid had been cooled it was extracted 
with ether, three times with 150 cc. each and the fourth with 50 ee. 
of ether. As will be shown in table III this extraction of choles- 
terol by the Fex procedure were found to be quite incomplete 
(extracted amount being 0.00415 gm) and several repeated extrac- 
tions (Sth to 9th extraction with 50 cc. ether each time) failed 
also to attain the end as is shown also in the table (yielding 
0.00315 gm. of cholesterol). 


TABLE III. 


0.00415 
(containning 0.00400 
gm. of free choles- 

terol.) 


0.00046 


Fex’s method 


0.00087 

Further extraction with 
50 ec. of ether 0.00088 
0.00044 


0.06050 


Further extraction with 
50 ce. of ether on addition 
of 20 ce. of aleohol 


0.00398 
0 


Total 0.01128 


That it is very difficult to extract from the alkaline solution 
lipoids and particularly phospholipin and cholesterol ester may be 
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perceived from N. Fujii’s experiment (1924) in meeting the 
difficulties of extracting lecithin with ether in an alkaline solution, 
probably due to their great tendency for hydration in the watery 
solution. As the presence of alcohol may naturally hinder the 
degree of hydration, extraction by ether will become easier by the 
addition of alcohol. This is probably why Grigaut used alkaline 
aleohol in his method to get a good result. 

Reasoning in this way I tried to facilitate the extraction by 
adding alcohol. 

20 ce. of absolute alcohol were poured into the remaining 
alkaline solution, well mixed and then 50 ce. of ether added, shaken 
thoroughly and left to separate. Extraction was repeated also 
with another 50 ce. of ether. This treatment gave another yield of 
0.00398 gm. Further extraction with 50 cc. of ether gave no 
cholesterol more. 


Experiment 2. 

In the foregoing experiment it is shown that the Fex method 
extracts only a small part of cholesterol present in the whole blood, 
a larger part of the total cholesterol remaining unextracted by his 
method. 

In this experiment concentration of caustic soda was increased 
to 3 and 4 percent. The extraction remained, however, always 
incomplete, and only upon the addition of alcohol was it promptly 
completed. The results are shown in table IV-a and IV-b. 


Experiment 3. 

In this experiment amount of free cholesterol and choles- 
terolester was determined separately in both extract, one obtained 
by Fex’s method and the other obtained further on addition of 
alcohol. The results are given in table V. In A column of the 
table are given results obtained by Fex’s method. In B column 
results by the extraction with the addition of alcohol on the 
material extracted by Fex’s method. 
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TABLE IV-a. 


The concentration of caustic soda: 3%. 
The amount of blood: 10.4490 gm. 


: Amount of 
Method of treatment No. of extraction eholestacel axteacted 
Fex’s method 1—_4th 0.00595 
Diss 0.00125 
6,, 0.00091 
Further extraction with 70 
50 ce. of ether 7» tid 
85 0.00033 
9,, 0.00025 
Further extraction with LOR 0.01213 
50 ee. of ether on addition 
of 20 ce. of alcohol 11 ,, 0 
Total 0.01152 
TABLE IV-b. 
The concentration of caustic soda: 4.0%. 
The amount of blood: 10.4650. 
Method of treatment No. of extraction Amount of 
: : cholesterol extracted 
Fex’s method 1—4th 0.00542 
5, 0.00140 
Further extraction with 
150 ee. of ether 6,, 0.00116 
es 0.00049 
Further extraction with 8,, 0.00307 
50 ee. of ether on addition 
of 20 ce. of aleohol or; 0 


Total 0.01154 
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TABLE V. 


A. Part of cholesterol extracted by Fex’s method. 
B. Part of cholesterol unextracted by Fex’s method. 


—S— 


Keaint oe Concentra- Amount of cholesterol. 


blood used se ie 
gm. caustic 


soda. 


Free Ester 
cholesterol. cholesterol. 


Total 
cholesterol. 


0.00500 
0.00203 


0.00102 
0.00387 


0.C0602 
0.00590 


10.4630 


0.00430 
0.00290 


0.00020 
0.00300 


0.00450 
0.00590 


10.4720 


0.00085 
0.00280 


0.00340 
0.00377 


0.00425 
0.00657 


10.4740 


As is seen from the above experiments Fex’s method used for 
the cholesterol determination in blood is not efficient. The extrac- 
tion of ester-cholesterol in particular is incomplete, while it becomes 
complete, when further extracted on the addition of alcohol. 


II. Extraction OF CHOLESTROL FROM THE BLOOD ON ADDITION 
OF ALCOHOL OR ACETONE APTER THE ALKALI TREATMENT. 


Experiment 4. 


The previous experiments indicate that though it is difficult 
to extract cholesterol and particularly its ester from whole blood 
by Fex’s method, the addition of alcohol facilitates the extraction. 
Next I tried to find out the effect of aleohol on the extraction when 
added from the very beginning. 

A. To 10.4805 em. of blood were added 20 ee. of a 2% caustic 
soda solution and the mixture was heated for one hour on a 
boiling water bath. After cooling 20ce. of pure alcohol were 
poured into the mixture and cholesterol is extracted twice with 
100 ee. and twice with 50 ee. of ether. 
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Pree cholesterol jas tas pve et 0.00650 gm. 
Ester cholesterol joes.ci . «senna eaeee 0.00590 ,, 
Total cholesterol s/<ns cuentas 0.01240 ,, 


Further extraction gave no cholesterol. 


B. To 10.4685 gm. of whole blood of the horse was treated 
with alkali and 20 cc. of pure alcohol as described above and the 
extraction was performed 3 times with 150 cc. of ether and once 
with 50 ce. ether. 


Free: cholesterol <.i0)e0<s2u00% Paes 0.00632 gm. 
Ester cholesterol “2... sia0.cue ees 0.00583 ,, 
Total cholesterol ov. i2ic sc useee en 0.01215 ,, 


Further extraction gave no cholesterol. 


These experiment clearly show that the extraction of choles- 
terol with ether can be easily completed upon the addition of 
alcohol to the mixture from the beginning and by trial I have 
confirmed that the amount of alcohol to be added is 20 ce. and 
three times extraction with 100 cc. of ether are enough. 

C. 10cce. of horse blood weighing 10.6230 gm. The addition 
of 20 ce. of aleohol and three times extraction with 100 ce. of ether 
gave 0.01254 gm. of total cholesterol. Further addition of 20 ec. 
of alcohol and extraction with 100 cc. of ether gave no trace of 
cholesterol. 


Experiment 5. 

For the facilitation of the extraction of cholesterol with ether 
acetone can be used instead of alcohol. This can be seen from two 
following experiments in which the results are compared with each 
other. 

1. Alcohol extraction. To 10cce. of horse blood was added 
20 ce. of alcohol before the extraction and it was extracted three 
times with 100 cc. of ether each. The amount of cholesterol ex- 
tracted was 0.01226 gm. Further addition of 20 ce. of aleohol and 
extraction of ether gave no trace of cholesterol. 
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2. Acetone extraction. 10 ce. of horse blood was treated just 
the same, using acetone instead of alcohol. The cholesterol ex- 
tracted was found to be 0.01230. No further amount was extracted 
even on the addition of alcohol. The result is therefore the same 
in both cases. While with alcohol the final extract from the blood 
gave a slightly reddish colour, that with acetone was colourless. 
I have therefore used acetone in all my subsequent experiments. 


III. Tr COMPARISON OF THE EFFECTIVENESS IN EXTRACTION 
BETWEEN F'Ex’s AND NEW METHODS. 


In the following comparion was made of Fex’s method and 
those which add alcohol and acetone. Results obtained for the 
whole blood are tabulated in table VI. 


TABLE VI. 
New methods. 
. Fex’s 
Method of extraction. method. Acetone Aleohol 
gm. method. method. 


gm. gm. 


1. Extraction 0.00020 0.01172 0.01100 
ia ” 0.00610 0.00028 0.00055 
Econo ae 5 0.00133 trace 0.00028 
0.00763 0.01200 0.01183 
Amount remaining unextracted. 0.00401 0 


As is clear from the table Fex’s method is entirely unreliable 
in ease of whole blood. 


The organs with which Fex’s method fails to give a true 
cholesterol value. 
The efficiency of Fex’s method for liver is verified already by 
preceding experiments, while his method is quite imperfect for 
blood. The latter may only be determinable by the addition of 
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alcohol or acetone — the procedure by which the time of extraction 
also may be considerably shortened. 

How is then the reliability of Fex’s method in relation to other 
organs? In this respect the various organs of a rabbit were ex- 
amined. ‘ 

1) Organs which gave satisfactory results with Fex’s method 
(extraction complete) : liver, heart, testicle, muscle, mucous mem- 
brane of the stomach, bile and spleen. 

2) Organs which at times gave inefficient results with Fex’s 
method (extraction partly incomplete) suprarenal gland, kidney, 
blood-plasma. 

3) Organs which gave altogether unsatisfactory results with 
Fex’s method (extraction always incomplete) blood, skin, brain; 
error is particularly great for blood and skin; however if extrac- 
tion were conducted after the addition of acetone or alcohol it 
becomes complete. 


IV. PRrocEDURE OF EXTRACTION OF TISSUE. 


1. Tissue is minced finely and with addition of about twice 
its volume of 2% caustic soda solution is left to stand for several 
hours. By this time the tissue is swollen. 

2. Then the mixture is transferred to the boiling water-bath 
for 30-60 minutes until the tissue is quite dissolved and the liquid 
becomes semitransparent. 

3. After allowing the liquid to cool it is transferred into 
200-250 ce. separating funnel; beaker is washed several times 
with few ce. of water and all put in to the separating funnel. 

4. Then the beaker is washed again with 20cc. of acetone 
and washed liquid is added into the funnel. The funnel is 
thoroughly shaken in order to get the acetone well mixed with the 
content. Next the beaker is washed with 100 ce. of ether which is 
also transferred into the separating funnel. Then it is shaken 
vigorously to extract the cholesterol and the funnel is put aside for 
15-30 minutes to separate. The lower layer is coutiously drawn 
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into another separating funnel and the remaining ether transferred 
from the upper opening into a bigger separating funnel. The 
first funnel is washed with a little ether and the washings are 
transferred into the bigger funnel. It is convenient to use for 
that purpose a 500 ce. funnel. 

5. The smaller funnel is well washed with 100cc. of ether 
and this is poured into the second separating funnel containing 
the tissue liquid for the extraction of remaining cholesterol. 

6. Such procedure must be repeated twice, that is to say 
300 cc. of ether has to be used. 

7. All of those ether extracts are transferred again into a 
big separating funnel and washed twice with 5-10 ce. of alkaline 
water for removal of fatty acids and other foreign substances. 

8. The funnel is again twice washed with distilled water 
until its reaction becomes neutral. 

9. Now the ether is evaporated by placing the beaker con- 
taining the ether extract on a warm water-bath with extinguished 
flame and by gentle fanning. After the evaporation of ether, the 
residue is well dried, first on the water-bath and then in a drying 
oven at about 80°C. 

10. Residue is then taken up by pure ether and filtered 
through a Kumagawa-Suto asbestos filter. 

11. After the evaporation of ether from this filtrate its residue, 
being still warm, is treated with about 10 cc. of acetone and left 
to stand for more than 4 hours. Meanwhile particles insoluble in 
acetone will precipitate. Mixture is again filtered through the 
asbestos filter, the filtrate evaporated, and the residue now dis- 
solved in chloroform or ether to a definite volume ready for deter- 
mination. It is a colorless or slightly yellowish solution contain- 
ing pure cholesterol and its ester only. 


Part II. Determination of Cholesterol. 


There are many methods proposed for the determination of 
cholesterol. They may be divided into the three following groups. 
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1. The most reliable one is the digitonin gravimetric method 
by Windaus. By this method cholesterol is precipitated as a 
digitonin compound of cholesterol (Digitonin-cholesteride) of large 
molecular weight and is determined gravimetrically. 

2. Colorimetric estimation which may be again subdivided 
into two; a) is based on an application of the Liebermann- 
Burchard’s reaction and b) on Salkowsky’s reaction. 

In this group may be included spectroscopic estimation and 
other methods founded on colour reactions. 

3. Volumetric micro-estimation of cholesterol by Bang and 
by Szent-Gyorgyi. There exist again indirect ways of cholesterol 
estimation by means of saponin hemolysis and finally the nephelo- 
metric method. 

All of these methods, gravimetric and colorimetric, are used 
in biochemistry. 

Most scholars particularly Thaysen (1914) J. H. Miiller 
(1916), J. Fex (1920), J. Feigl (1920), J. H. Gardner and 
M. Williams (1921), J. H. Gardner and F. W. Fox (1924) 
give their preference to the gravimetric method as being the most 
reliable. The cholorimetric method must be applied with great 
caution, particularly is its value quite questionable as regards 
tissue cholesterol. Moreover in colorimetric estimation its reli- 
ability varies with the method and the subject employed. There- 
fore in the case of colorimetric estimation its use must be described 
in detail. 

In colorimetry not only cholesterol but cholesterol like bodies 
give the same colour reaction, besides these cholesterol bodies are 
partly disintegrated by strong alkali. That is why I at first made 
the estimation in the three following ways: 

1) Colorimetric estimation of cholesterol and cholesterol like 

bodies. 

2) Gravimetric estimation of free cholesterol. 

3) Total cholesterol after saponification. 

However I ascertained that Liebermann-Burchard’s reac- 
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tion applied to the tissue’s extract is subject to many interfering 
influences. The result of the colorimetric method agrees pretty 
well with that of the digitonin method in the case of the blood’s or 
plasma’s extract (to the limit of 10%). For one or two other 
tissues, for instance, liver and spleen, the results are also compara- 
tively close; for most organs, however, the differences are a great 
deal. When examined with the extract of cholesterol from various 
tissues obtained as described in the first part of this report, the 
development of the colour is delayed in most cases, and some- 
times the colour reaches its full intensity only in 30 minutes, 
contrary to other cases where the intensity is the highest in 15 
minutes. When the speed of reaction is slow, the difficulty of 
determining the depth of colour are really great. That the 
colorimetric determination results in a great error can be seen 
from the following example. 


Extract from supparenal gland submitted at once 
to Liebermann-Burchard’s reaction 0.01109 gm. 
do examined by Bloor’s method (1922). 0.01800 ,, 
do by digitonin method 0.02040 ,, 


For most tissues, when the extract is dissolved in alcoholic 
soda and kept on a water bath for 6 hours for saponification, the 
results of both digitonin and colorimetric methods become almost 
alike. With suprarenal gland, brain and skin, however, readings 
in colorimetric estimation are still 10 to 20% low. Thus I think 
the determination of cholesterol like bodies by means of colorimetry 
is not reliable. 

The digitonin method besides enables us to determine the 
amount of free cholesterol and that of ester cholesterol separately. 
As will be shown in the next communication the determination of 
total cholesterol only has hardly any meaning biochemically and 
a separate determination of both kinds of cholesterol is required. 
I therefore prefer the digitonin method to the others and chiefly 
the digitonin method of Szent-Gyérgyi was followed. As how- 
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ever there seem some modifications preferable I describe in the 
following the procedure I adapted. 


I. The determination of free cholesterol. 


1. Cholesterol which is to be determined (about 1-3 mg) is 
dissolved in 2 cc. of pure acetone in a small beaker. 2cc. of 1% 
aleoholic solution of digitonin (80% alcohol) is then added and 
the mixture is left to stand overnight. 

2. Next day it is taken by 80% acetone into a centrifugal 
tube; (Tominaga’s method, 1925) the tube is immersed into a 
water bath kept for 5-10 minutes at a temperature of 40—-50°C., 
stirring the contents occasionally with a glass rod. After being 
centrifuged the supernatant liquor is poured upon Szent- 
Gyorgyi’s asbestos filter. 

3. The beaker is then washed with 80% acetone and the 
washing transferred into a centrifugal tube. The precipitate is 
again washed as before, then centrifuged and this is repeated once 
more using each time about 7-10 cc. of 80% acetone. 

4. Then precipitate is covered with pure acetone at the room 
temperature, well stirred with a glass rod and completely trans- 
ferred to Szent-Gyoérgyi’s asbestos filter. 

5. The precipitate on the filter is washed 3 times with por- 
tions of 5cec. of ether, which have been used for rinsing of the 
centrifuge tube. Before the suction it must be well stirred up 
with a glass rod, then dried by suction with a water pump and 
washed again by ether. 

6. Washed once more with pure acetone. 

7. Washed several times with small quantities of distilled 


8. Dried in a special vacuum thermostat at 105°C. 

9. The precipitate is dried until a constant weight is obtained 
at microbalance. 

10. Weighing of substance during desiccation is done after 
the method of Szent-Gyoérgyi. 
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11. The error of this method does not surpass 3%. This is 
verified by the experiment, in which 1.00 mg. of cholesterol added 
to a definite amount of brain extract was recovered to 97%. The 
result of this experiment is shown in table. 


TABLE VII. 


Chloroform solution containing 1.00 mg. of cholesterol. 


No. of 
determinate 


Digitonin 
cholesteride 


Cholesterol % of error 


Average 


Brain Extract 


Average 


Cholesterol recovered 2.77 — 1.80 = 0.97 mg. 


Il. The determination of ester cholesterol. 


Of course when we precipitate cholesterol by means of 
digitonin it is only free cholesterol that precipitates. Therefore 
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when one wishes to determine the cholesterolester we must 
saponify the extract completely previous to precipitation. The 
difference between the total cholesterol and free cholesterol gives 
the amount of ester cholesterol. 

Now again for the determination of the total cholesterol by 
saponification with alcoholic soda a loss of 2-3% is usually sustaind. 
Thus instead of 0.2431 to be multiplied to the amount of digitonin 
cholesteride to get cholesterol value we have to take 0.25 (i.e. 
divided with 4) to be multiplied in this case. 

Saponification: After trying many saponifications methods 
as proposed by Gardner, Thaysen, Fex and others finally I 
found it convenient to heat the mixture for 6 hours on a boiling 
water bath under a reflux condenser with saturated alcoholic soda. 
The alkali must be taken in a quantity at least 10 times greater 
than caleulated. Extraction is done exactly as described in part I. 

As here alcohol is already present in the alcoholic soda solu- 
tion used for saponification, it is not necessary to add any 
extra alcohol previous to extraction. The saponified solution is 
therefore transferred with 100 cc. of ether and washed in several 
portions and finally the vessel is washed several times with small 
quantities of water and the washings poured also into the funnel, 
and further extracted. 


CoNcLUSION. 


1. For extraction of cholesterol and its ester from tissue 
Fex’s’method is useful for certain organs. It is, however, not 
efficient for others as blood, skin, brain, suprarenal gland ete. 

2. In this communication are described suitable methods for 
the extraction and determination of cholesterol from many organs, 
tissues and blood. 


I wish to express my sincere thanks to Prof. 8S. Kakiuchi 
for his kind advice throughout the course of the investigation. 


The behavior of cholesterol within the animal body.—I. 
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I. INTRODUCTION. 


It is not necessary here to enumerate the roles, which are 
played by the liver in the physiology of animal life. Almost all 
of the constituents of foodstuffs, which are absorbed by the 
intestinal wall, run through the liver to get their contact with 
acting cells. On the other hand many kinds of metabolic products 
are transformed there into less toxic substances. It also produces 
bile, which may be regarded partly as a digestive fluid containing 
bile salts and other substances necessary to promote the digestion, 
and partly as an excrete containing bile pigments, free cholesterol 
and many inorganic substances. It is obvious then that if this 
organ is damaged to a certain extent anomalies may appear in 
many different directions. 

This has been studied by many investigators partly by clinical 
experiences and partly by experimental methods. Under the 
latter phosphorus intoxication enjoyed special attention. It has 
been found in the case of phosphorus poisoning that oxidation is 
thereby very much damaged, that the formation of urea is not 
complete, and that the lypolytie function is greatly decreased, so 
that the liver is filled with incoming fat till it becomes a fatty 
liver. The manifestation of the intoxication is however sometimes 
quite different and this description is not confirmed by many in- 
vestigators. 

With the idea in mind to compare the histological changes 
with the chemical ones and to get a more complete idea on many 
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different symptoms I made a thorough investigation of the 
chemical changes in the liver, blood, and urine of intoxicated 
animals and the main features of the results are reported in this 
paper. 

About 140 rabbits were used in all and whenever the animals 
were dead or killed the histological examinations were performed. 

In some 40 animals the chemical analysis of the urine, blood 
and liver was performed with the same individual and the results 
obtained were thoroughly cross examined. 


IJ. Tuer Meruops. 


1. Animal. 


Throughout all my experiments only male rabbits of about 
2 kilo body weight were used. Before the experiment all of the 
animals were fed daily on 300 gm. of Okawa for a week. 

Each animal was then injected subcutaneously with a one per 
cent solution of yellow phosphorus in olive oil, 5 mg. per kilo 
body weight. For the preparations of the phosphorus solution 
lgm. of phosphorus was dissolved into 10ce. of hot absolute 
alcohol and the solution was well mixed with nine times its volume 
of olive oil. After the lapse of different lengths of time, mainly 
at 8, 16, 24, 32, 40 and 48 hours after the injection, the animals 
were killed for an analysis of the liver. 

Directly previous to the killing a sample of blood was taken 
from the ear vein of the animal and subjected to analysis. The 
analysis of the urine was also undertaken once previous to the 
experiment and each day during each experiment. The method 
‘of analysis used was as follows. 


2. Lwer. 
Immediately after the death of the animal the liver was taken 
out, cleaned of blood and weighed. The major part of the organ 
was then cut into small pieces with scissors, minced in a porcelain 
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mortar to the state of a paste and passed through a sieve of 
fine mesh. The mass was subjected directly to an analysis. A 
minor portion of the liver was fixed with formalin for the micro- 
scopical examination. 

a) Water content—A certain amount of the liver paste was 
taken in a small beaker of known weight and dried in an electric 
oven at 100-110°C for about 4 hours to weight constancy. The 
difference between the weight of the fresh and the dried sample 
is taken as the water content. 

b) Total nitrogen—Kjeldahl’s method. 

ce) Residual mtrogen—A certain amount of the paste was 
weighed out and freed from protein with metaphosphorie acid, 
the filtrate being used for kjeldahlization. 

d) Total fatty acid and unsaponificable substance—K uma- 
gawa-Suto’s method (1908). 

e) Polypeptide nitrogen—The jugular vein of the animal 
was cut at a definite time after the phosphorus injection and in 
a centripetal direction Ringer’s solution was infused, while the 
blood was bled from the cut end of A. earotis. The washing was 
continued until the outcoming fluid became colourless. The liver, 
which was gray white, was taken out, wiped of water and the 
paste was made just as mentioned above. 

About 2 gm. of the resulted organ paste were weighed into 
a 100 ce. measuring flask, 10 ce. of a 20 percent. solution of trichlor 
acetic acid were added and then water up to the mark. After a 
thorough shaking it stood for one hour and then the precipitates 
were filtered off. A definite amount of the filtrate was kjeldahlized 
and the amount of nitrogen was thus determined. On the other 
hand the same quantity of the paste was treated with phosphot- 
ungstie acid, the amount being 1%. The diifference in nitrogen 
value of these two determinations is assumed as the amount of 
the polypeptides. 

f) Lecithin and total cholesterol—Morita’s method (1924). 

Some modifications introduced were: 1) the water contents 
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and analysis of other substances were determined with different 
samples of paste. 2) The period of hot al¢oholie extraction was 
prolonged to 12 hours. 8) The Soxlet extraction with absolute 
ether had a duration of 24 hours. 4) The determination of total 
fatty acids and cholesterol was performed according to the methods 
mentioned under the head of blood. 

g) Free cholesterol and ester cholesterol—The determina- 
tions of these substances were conducted by the method of 
Onizawa (1928). 

A slight modification lies only in the difference of quantity 
i.e. 20 gm. of liver paste necessitated a corresponding increase of 
the solvent. The saponification time of cholesterol esters was pro- 
longed to 12 hours. The weighing of digitonincholesterid was 
made by means of Gooch’s crucible, as the larger quantity of the 
material in my case did not necessitate the application of Szent- 
Gyorgi’s asbestos filter. 


3. Blood. 


About 10 cc. of arterial blood were taken from the ear vein 
of the animal into a weighing bottle containing 0.1 ec. of saturated 
sodium citrate solution to prevent the formation of a clot. 

2ce. of the blood were used for the determination of total 
nitrogen, while with each 3 ce. of the remainder the determination 
of residual nitrogen and that of lipoid were performed. 

a) Total mtrogen—Kjeldahl’s method. 

b) Residual nitrogen—The removal of protein by the addi- 
tion of 25% solution of metaphosphoric acid (the final concentra- 
tion of the acid was one per cent of the solution), followed by the 
kjeldahlization of the filtrate. 

ce) Total fatty acid and cholesterol—Bloor’s method (Bloor, 
1915). 

d) Lectthin—Bloor’s method (Bloor, 1918). 

e) Hemoglobin—S ahli’s method by the use of a fresh sample 
of blood. 
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f) Inorganic and ethereal sulphate—50 ce. of blood obtained 
from 3 rabbits in the same condition were used for the determina- 
tion of the total and inorganic sulphate by Denis and Reed’s 
gravimetric method (1926) (the coagulation being prevented by 
the addition of 0.1 cc. of saturated sodium citrate for each 10 ce. 
blood). 

g) Polypeptide nitrogen—The content of the polypeptide 
nitrogen in the blood was carried out as follows, 

Each 3 ee. of oxalated blood were measured into two measuring 
flasks and the one was deproteinized with 2.5% trichlor acetic acid, 
while the other was treated with 1% phosphotungstie acid. Both 
flasks were filled with distilled water up to the mark and the 
nitrogen content of each of the filtrates was determined by Folin’s 
Microkjeldahl method. The difference in these two values is con- 
sidered as a measure of the polypeptide nitrogen. 

h) The dysdesamination coefficient—About 25 ee. of blood 
were obtained from each rabbit, previously starved for 24 hours, 
and decalcified by the addition of potassium oxalate and centri- 
fuged. In the separated plasma determination was made of the 
urea by the van Slyke and Cullen urease method (1914), of poly- 
peptide nitrogen by the method mentioned above in the previous 
section for liver, and of amino acid nitrogen by the Folin’s methods 
(1922). From these figures of three kinds of nitrogen the 
dysdesamination coefficient proposed by Cristol, Puech and 
Trivas (1927) was ecaleulated. This coefficient tells us about the 
functional condition of the liver, provided the function of the 
kidney is not severely damaged. 


4, Urine. 


The urine for 24 hours was collected into a glass bottle. con- 
taining a sufficient amount of toluol to prevent bacterial fermenta- 
tion. The last trace of urine in the bladder was naturally taken 
out by catheterization and was added to the urine in the bottle. 
The total volume of urine was read by means of a measuring 
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cylinder and with a definite amount of the well mixed urine the 
following determinations were performed. 

a) Total nitrogen—The urine containing protein was treated 
with metaphosphoric acid to remove the protein. The total 
nitrogen of the urine was then determinated with the filtrate by 
Kjeldahl’s method. 

b) Urea N and Ammonia N—van Slyke and Cullen’s 
method (1914). 

ce) Alkalinity—To 10 ce. of the urine were added 50 ce. of 
distilled water and then it was titrated with n/25 HCl using 
methylorange as an indicator. 

d) Sulphur compound—The urine was collected every 48 
hours and the amounts of total sulphur, neutral sulphur, inorganic 
and ethereal sulphate were determined by Folin’s method. In 
the determination of total sulphur the Benedict oxidation method 
(1909) was followed. In case of albuminous urinie the protein 
was removed just as mentioned above previous to all of these 
determinations. 

e) Oxidation coefficient—The oxidation coefficient of the 
urine was determined by the method of Miiller (1927) with the 
urine collected during 24 or 48 hours. The deproteination of 
urine was effected by heat coagulation of the urine, carefully 
acidified with a 2% solution of phosphoric acid. 


5. Microscopical examination. 

Small pieces of liver and kidney were fixed with formalin and 
stained by the three following methods. 

a) Paraffine imbedding—Hematoxyline-eosin dying. 

b) Paraffine 1mbedding—dyed after van Gieson. 

ce) Gelatine rmbedding—dyed with Sudan IIT. 

The degree of pathological change was judged by the amount 
of fatty degeneration. When there existed only some minute 
droplets in the cell the degeneration is called a mild one, while 
when the cells were occupied entirely with large fat droplets it 
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represented a case of severe degeneration. Figures between these 
two extremes are classified as moderately severe ones. The author 
is greatly indebted to Prof. Kawamura of the pathological 
institute for his kind help in the pathological examinations. 


III. THE CHANGE IN THE URINE. 


I. The excretion of total nitrogen, urea and ammonia nitrogen in 
a phosphorus intoxicated animal. 


In a group of animals, which had lived over two days after 
the injection of phosphorus, the determinations of the amount of 
urine, specifie gravity, alkalinity, total nitrogen, urea and ammonia 
nitrogen were undertaken. The values obtained in normal and 
intoxicated animals are given in Tables I, II, III and IV. 


TABLE I, 


The amount of total nitrogen, urea and ammonia nitrogen in the 
urine of a normal rabbit. 


Rabbit A A 
coer Alkali-| Total | Urea |“™ . |Urea N| Am. N 


of P- 8T} ni WONG let geri e 
No. |Weight] urine nity | N. | N. N._ |Total N/Total N 


gm. ce. zm. gm. gm. % % 
46| 1970 225 1.011 a Wa I) 1.901} 1.781 | 0.0164 | 93.68 0.86 
47} 1900 180 1.013 10.0 1.221} 1.105 | 0.0109 | 90.49 0.89 
48} 2100 230 1.011 10.8 1.527] 1.463 | 0.0L84 | 95.81 0.54 


49] 1920 175 =| 1.020 8.5 1.708] 1.519 | 0.0166 | 88.93 0.97 
50| 1840 210 | 1.018 10.7 2.012 | 1.823 | 0.0118 | 90.60 0.59 
51} 1840 190 | 0.018 9.4 1.830} 1.142 | 0.0169 | 93.56 0.92 


2000 160 1.020 9.2 1.827 | 1.603 | 0.0099 87.74 0.54 
2080 250 1.916 8.3 2.360] 2.163 | 0.0070 91.65 0.29 
2050 130 1.021 12.9 1.308] 1.166 | 0.0065 89.14 0.50 
1850 185 1.19 9.7 1.865 | 1.625 | 0.0124 $7.13 0.66 

Average 149 10.1 1.756 | 1.539 | 0.0117 | 90.87 | 0.68 
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Studies on the phosphorus intoxication of rabbits. TL 
TABLE III-a. 
The change of urinal constituents of rabbit in phosphorus poisoning. 
Urea N_ 
. Total N Total N * 100 
a2 Oo oO oOo o 
fs =| = = = 
H x x x x 
© c = 4 a b c 6 < 
6 I}3 1) 8 Ijs 1/3 
Pa i) S iS i) 
gm. 
46 0.972 | — 1.26) —48.87 | 93.68 | 89.93 | 87.65| — 4.00] — 6.44 
47 0.991 | —13.35| —18.84 | 90.49 | 78.35 | 71.94 | —13.42] —20.50 
48 0.822 | —20.24| — 46.17 | 95.81 | 81.52 | 74.69 | —14.92] —22.04 
50 0.647 | —33.35 | —67.84| 90.60 | 75.01 | 53.16 | —17.21] —41.32 
51 0.592 | — 63.33] — 67.65 | 93.56 | 77.04 | 47.63 | —17.66] —50.70 
52 0.296 | — 3.45) —83.80] 87.74 | 85.71 | 69.25 | — 2.31] —21.07 
Average 
0.720 | —22.50 | — 55.53 | 91.98 | 81.26 | 67.39 | —11.59 | —27.01 
TABLE III-s. 
Ammonia N a 
= Total N x100 Alkalinity 
iS oF oS oO So 
inj cS (=) = o 
Ll rt ci r= ral 
S a b c “e =) a b c ar a 
S 1] 3 I} s i]s IVs 
vA o—) v Es) 8 
ee. ce. ee. 
46 | 0.86] 1.00} 2.21] + 0.16) + 1.57] 11.5] 14.0] 14.2] + 0.22] + 0.23 
47 | 0.86] 1.47] 5.56] + 0.71] + 5.46] 10.0] 16.5] 34.6) + 0.65] + 3.46 
48 | 0.54] 3.99| 5.71| + 6.39] + 9.57] 10.8] 11.0] 12.2} + 0.02] + 0.13 
50 | 0.59| 2.16] 8.53] + 2.71] +13.46|] 10.7] 12.4] 24.6] + 0.16) + 1.30 
51 | 0.92} 4.79]|19.98| + 0.76] +20.71| 9.4] 12.3] 26.2] + 0.31] + 1.79 
52 | 0.54] 0.57] 1.89] + 0.05| + 2.39} 9.2| 10.5} 12.0] + 0.14] + 0.30 
Average 
2.23| 7.31| + 1.80} + 8.86} 10.3) 12.8] 20.6) + 0.25] + 1.20 


a, the day before phosphorus injection. 
b, the first day and ec, the second day after the injection of phosphorus. 
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TABLE IV. 


Percentage of non-Urea-and-Ammonia nitrogen 
(ealeulated from the data of table II). 


Total N — (Urea N + Ammonia N) 


X 100 

Total N 

Rabbit 
No. 1st. day 2nd. day 
Normal he ie 

of the phosphorus injection 
46 7.18 11.07 14.56 
47 8.31 23.12 23.55 
48 4.74 22.47 31.02 
50 9.98 27.14 55.36 
51 8.68 27.74 32.38 
52 12.80 14.86 32.63 
Average 8.62 21.04 31.58 


The amount of urine exereted after the injection of phosphorus 
decreased with time in all of the intoxicated animals. The alkalinity 
increased in a larger degree in a later stage. As will be clear from 
table III, the absolute amount of total nitrogen and the percentage 
value of urea nitrogen decreased with the increasing intoxication, 
while the ammonia content tends to increase. As table 1V indi- 
cates, the amount of decrease in urea-N is not met with the increase 
of ammonia-N and the increase of nitrogen in another form is sug- 
eestive. 

The change in amount of this kind of nitrogen seemed to in- 
crease reciprocally with the change in the total and urea nitrogen, 
while the increase of ammonia went also parallel with the increase 
of this kind of nitrogen. 


II. The amount of sulphur in the urine of phosphorus intoxicated 
anmmals. 

The examination of the sulphur distribution in the urine was 

then performed with a view to know how the oxidation of the 
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TABLE V-a-a. 
Per cent of Son 
— Absolute amount of sulphur basis of total 
Ba) a sulphur 
a 5 
p=) 
Ps S ) n n uw a 3 3 
ae, a 2 © ep ere = 3 3 la She 
o/} . | m | € | 32/82] 32 | 2 | 8 fz S8| »| & 
6 3 3 re ee | Se) en |) Se |) A 1S ee) S| a 
z|/aAalP! § |e¢(28| a8) 82\ ag eee aia 
Jan.| gm. | ° ee mg. | mg. | mg. | mg. | mg. as 
109 | 7-8 | 1800} 310 |173.55} 23.25]150.30/138.41] 11.89] 13] 87] 80] 7 
9 | 1650} 100 | 122.12} 27.87 | 94.25| 83.17] 10.54 77| 69; 8 
110 | 7-8 | 1850} 355 |126.34| 20.47|105.60| 93.15} 12.45] 16] 84] 74] 10 
9-10} 1650} 350 | 185.21 | 36.74 | 148.74 | 129.41 | 19.06 80} 70} 10 
111 | 8-9 | 1950} 300 | 91.08] 16.37] 74.71] 65.71] 9.00} 18] 82] 72} 10 
10-11} 1830) 260 |116.45| 31.43} 85.02] 73.94] 11.08] 27) 73] 63) 10 
112 | 8-9 | 1800] 330 |126.03| 23.24)102.79| 92.04] 10.75, 18] 82| 73 9 
10-11] 1690) 255 |13104] 35.03) 96.01) 84.10) 11.91) 27] 73] 64; 9 
113 | 8-9 | 1630) 325 |157.17| 28.57 |128.60/}117.61| 10.99} 18] 82] 75 7 
10-11} 1450} 315 | 164.46 35.47 | 128.99 | 120.73 8.26 | 22) 78} 73} 5 


TABLE V-a-b. 


per cent of S on basis of 
Total nitrogen 


e A =] as 

sh Nae a hs 1 ga ieee fae g§ 

Bales ear) we toss ealliees la lo oe 

Stale 3 | eg)| 84| sg] 2 = 

A a = i ed age de ot = 4a, 

gm. 

109 2.908 6.0 0.8 5.2 48 0.4 = before 
1.176 10.4 2.4 8.0 7.1 0.9 after 

110 | 2.375 5.3 0.9 4.4 3.9 0.5 before 
2.871 6.5 1.3 5.2 4.5 0.7 = after 

111 1.730 5.3 1.0 4.3 3.8 0.5 = before 
1.609 7.2 1.9 53 4.6 0.7 + after 

112 2.438 5.2 1.0 4.2 3.8 0.4 = before 
1.257 | 10.4 28 7.6 6.7 0.9 + after 

11¢€ 2.658 5.9 aa b 4.8 4.4 0.4 ~ before 
2.073 79 1.7 6.2 58 0.4 + after 


Rabbit No. 109 died 24 hours after the injection of the phosphorus. 
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sulphur compound was damaged by phosphorus intoxication. 
The number of animals employed here was 5 and the amount of 
sulphur compounds and of total nitrogen was determined with the 
urine of 48 hours collected just before and after the phosphorus 
injection. 
The results are given table V-a and V-B. 
TABLE V-3. 


The ratio of excretion of total sulphur and nitrogen of intoxicated 
animal to that of normal condition. 


Rabbit 
No. 


Degree of 


Total Sulphur intoxication 


Total nitrogen 


mild 


itil maderately severe 
113 severe 
112 


very severe 


As is clear from the table, while the excretion of nitrogen in 
urine is decreased, that of sulphur is always’ increased and the 
ratio S/N is increased by an amount of 30-50%. The amount of 
each class of sulphur is increased without any exclusion after the 
phosphorus injection. 

The prominent feature, however, is the increase of neutral 
sulphur against the total sulphur. Whereas the ratio of neutral 
to total sulphur does not exceed the value 18 percent in normal 
animals, it amounts to 22-27 per cent in the intoxicated animal. 
The increase in this ratio seems to be proportional to the severity 
of intoxication. 


III. The consumption of oxygen in phosphorus intoxicated animals 
and the oxidation quotient of their urines. 

The increase in the neutral sulphur portion indicates the 
damage of the oxidative process within the animal body. The 
change in the oxidative activity in the animal body may set either 
in a quantitative or in a qualitative way. 
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It is also frequentlly damaged in both ways. 

The change in the amount of oxidation ean be easily followed 
by the determination of this amount of oxygen consumption during 
a certain period, while the change in the oxidizability of substance 
in the animal body can be suggested from the nature of the excreted 
urine constituents. 

Bickel (1925) tried to get some insight into the latter by 
the determination of the N/C quotient of the urine, whereas 
Miller (1927) preferred to get an idea by the determination of 
the oxidation quotient (N/O) of the urine. I have examined both 
the quantitative and qualitative sides of the oxidative activity of 
the phosphorus intoxicated animal by the determination of the 
oxygen consumption and by the examination of the oxidation 
quotient. 

1. The oxygen consumption of phosphorus intoxicated 
animals. 

The amount of oxygen consumption was determined by the 
Krogh respirometer. The volume of the chamber in which the 
animal was placed was about 5 liters, and a closed circuit was 
made between this chamber and the Krogh respirometer, the air 
being driven by means of an electric pump. 

The determination was carried out in the institute of Bio- 
chemistry, Tokyo Imp. University and the author wishes to thank 
Dr. Onizawa for helping him in carrying out the operation. The 
results of the experiment are given in table VI. 


TABLE VI. 


Consumption of oxygen 


Rabbit per kilo per minute Histological change 
No. | Weight| before| after |difference Liver Kidney 
gm. ce. ce. % Mien te, it 
138 2420 9.92 8.61 1350 mild mild 
139 2450 8.86 5.40 —38.7 severe mild 
140 2530 8.88 7.23 —2O35 severe severe 


141 2520 9.21 qe28 —21.5 moderately severe mild 
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As will be clear from the table, the reduction in oxygen 
consumption varies with the amount of intoxidation. 

2. The oxidation quotient of phosphorus intoxicated animals. 

The degree of dysoxidizability was determined with the urine 
before and after the phosphorus injection, the original method 
being followed (Miiller, 1927). In passing, it ought to be men- 
tioned here that it is quite necessary to feed the animal with ex- 
actly the same type of ration, for when the ration varies the 
value of the oxidation quotient becomes quite different. Table 
VII shows the value of the oxidation quotient with the animals, 
one of which was fed on Okara, while the other was fed with 
carrots. 


TABLE VII. 
The oxidation quotient of a normal rabbit. 


., | Date : Volume} Vakat | Total |Total N : 
Rabbit | j997 |Weight|o¢ urine) O N Vakat O Food 
Nov. gm. ee. 


3 2220 235 0.615 0-702 1.1377 300gm. of Okara 
4 2240 230 0.488 0.560 | 1.1475 a 

No. 98 5 2250 185 0.609 0.644 | 1.0574 
6 2170 180 0.478 0.581 | 1.2154 
Average 208 | 0.548 | 0.622 | 1.1390 


7 1910 160 0.742 0.357 | 0.4811 | 300 gm. of carrots 

8 1950 180 0.884 0.448 | 0.5067 

No. 99 9 1940 175 0.695 0.301 | 0.4330 
10 1890 200 0.787 0.385 | 0.4891 

Average 179 | 0.777 | 0.373 | 0.4800 


The relation was found to hold always. In the following ex- 
periment therefore the ration was maintained the same. The 
results are shown in Table VIII. 
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TABLE VIII. 
The oxidation quotient of rabbit in phosphorus poisoning. 

A=) oH = 
een Bel Ee a) ces 
See aleines ale| SS) peal ee es 
= @ ST ee a|/sisg| es| 88 ¥ 
geo.| & | S )se8i.8 1s | Sia] g8] ss bi 

Er! oye 
3 S| Ee | > > = a> < =A, ‘a\ 
Oct. | gm.!| ce gm. gm. 
100 27 | 2000| 250 | 0.602] 0.868] 1.4418] 300 
ayy moderately 
Olara 28 | 1970] 200 | 0.735] 1.022] 1.3904} 300 aoa 
1950} 170 | 0.890 | 0.917 | 1.0803} 300 |8 A.M. 
Aci eee Eel oor eae 
1 | 1830} 183 | 0.652] 0.805| 1.2346] 300 
101 
2 | 1850] 120 | 0.559] 0.678] 1.2128] 300 moderately 
Okara severe 
3 | 1850] 45 | 1.626} 1.526 | 0.9384 150 |8 A.M. 
Novae ste S| 
5 | 2250) 185 | 0.609] 0.644) 1.0574) 300 
98 6 | 2240) 180 | 0.478] 0.581} 1.2154] 300 severe 
Okara | 7 | 2130| 100 |0.908}0.637|0.7015| 0 |S A.M. 
Water 
100 ee 
8 | 2100 85 | 0.692 | 0.301 | 0.4350 | 200 
RNa wee) oo ee e gi | ee eee 
8 | 2500] 200 | 0.568] 0.364} 0.6408} 300 
102 9 | 2510} 295 | 0.263] 0.168] 0.6387] 300 severe 


Carrots} 10 | 2450] 220 | 0.460 | 0.224 | 0.4869} 300 |8 A.M. 
11 2430 15 | 1.429 | 0.546 | 0.3821 0 


As is clear from the table, the oxidation quotient is decreased 
greatly by the phosphorus intoxication. The decrease proceeds 
according to the lapse of time after the injection, paralleled with 
the severity of intoxication. The decrease over 50 percent. is not 
rare. 

When we compare the result of oxygen consumption with that 
of the oxidation quotient, it seems to me quite suggestive to assume 
that the qualitative side of oxidation is more highly damaged than 
the quantitative side in the case of phosphorus intoxication. 
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Discussion. 


The changes observed in the urine of phosphorus intoxicated 
animals can be summarized as follows: 

1. The excretion of nitrogenous matter into the urine is 
increased somewhat when the intoxication is mild. It decreases 
however as the degree of intoxication proceeds, and the amount 
of total nitrogen in the deproteinized urine is only half in very 
severe cases. The ratio of urea to the total nitrogen in the urine 
always decreases and that of ammonia always increases with the 
degree of intoxication. The ratio of non-urea + ammonia nitrogen 
to the total nitrogen excreted amounts to over 30% in intoxicated 
animals. 

2. The excretion of sulphur is always increased after the 
phosphorus injection. While in case of severe intoxication the 
excretion of total sulphur is not more than normal or rather is 
decreased a little, the excretion of neutral sulphur is very much 
increased. 

3. The oxygen consumption of phosphorus poisoned animals 
is decreased, the degree of which coincides fairly well with the his- 
tological change in the liver, but has no relation to that of the 
kidney. 

The change in the oxidation quotient of the urine is in pro- 
portion to the severity of the intoxication. The mode of changes 
in the urine of phosphorus intoxicated animals can be understood 
when viewed together with the changes in the liver and the kidney. 
The liver is first attacked by the phosphorus and in the lapse of 
time after the phosphorus injection the damages in the function 
of liver proceed constantly, while the interference in the function 
of the kidney comes into play more slowly. The great decrease 
in the nitrogen excretion in the urine in case of severe intoxication 
is an indication of the damage in the kidney and coincides with 
histological findings. The results in the blood analysis shows also 
a great stagnation of non-protein nitrogen and above all that 
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of urea nitrogen in this stadium of poisoning. The nature and 
amount of nitrogenous and sulphur compounds excreted in the 
urine is explainable as the results of the autolytic process in the 
liver and the disabililty of the kidney. 


IV. THE CHANGE IN THE LIVER. 


I. Content of water, non-protein nitrogen, and 
fatty acid. 

The liver increases in size and weight as the intoxication 
proceeds. The colour changes to a yellow gray at last. The 
results of chemical analyses made on 37 livers is given in table IX 
in its summarized form. The changes are campared according to 
the histological appearance, and content of water, non-protein 
nitrogen and fatty acid. 

As will be clear from the table, unique changes in the liver 
are the increases in the content of water, non-protein nitrogen, and 
fatty acid. The solid substance decreases naturally with the in- 
crease of water content, and the amount of total nitrogen is pro- 
portionally less, when fatty acid substances occupy much larger 
space than in the normal condition. It is therefore not sound to 
try to find any relation between the fatty acid content and the 

‘amount of total nitrogen. In the following any relationship which 
seemed to us to exist between some constituents of the intoxicated 
liver is considered : 
| 1. The grade of fatty degeneration which is revealed by the 
appearance of Sudan III dyeing and necrobiosis is accompanied 

_ always with an increase in size and in,the total solid mass of the 
liver. The content of residual nitrogen and fatty acid goes also 
parallel with them. 

2. Increase in water content is paralleled by the increase of 
non-protein nitrogen both in absolute amount and in comparison 
with total nitrogen. 

3. With the increase in fatty acid the amount of unsaponific- 
able substances is also increased. The ratio of unsaponificable sub- 
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stances to the total fatty acid decreases however when the amount 
of fatty acid is greatly augmented. 

Summarizing these findings it may be concluded that when 
the intoxication in the liver proceeds an increase of non-protein 
nitrogen accompanied by the hydropic condition of the tissue is 
observed. Parallel with this goes always the accumulation of fatty 
substance in the liver which according to the degree of increase 
may sometimes obscure other existing relationships. 

What is constantly seen with tht increase of fatty acid is 
‘the decrease in the ratio of unsaponificable substance to total fatty 
acid. 


IT. Content of cholesterol, cholesterol ester and lecithin. 


The latter fact lead us to investigate the distribution of the 
fatty constituents in the liver with the method of Bloor as de- 
scribed. I analyzed the liver of a normal and a poisoned animal 
for these fatty constituents and the results are given in table X. 

As the table indicates, the amount of cholesterol is always 
considerably increased in poisoned animals, while that of lecithin 
shows a slight increase. The ratio C/L is therefore increased quite 
a good deal. 

The ratio C/F decreases with the severity of intoxication, as 
the increase in total fatty acid is larger than that of cholesterol. 
The ratio of free and combined cholesterol was then determined 
in very severely poisoned animals. 

The result is shown in table XI. 

The table indicates that although both free and ester choles- 
terols are increased in the case of phosphorus intoxication the 
increase of ester cholesterol is far more than that of free cholesterol, 
so that the ratio of free to ester cholesterol is much less in the 
intoxicated liver than that of a normal animal. 
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TABLE XII. 

a 4 |ala |e Z Ay 
Pane » | 2 | © |ole| Siz] sla! 2d 
a < s a = 4 €/s 2\ ela | 2 Degree of 
2 & Ss 2 4 a a/ 5) BS aS 23 intoxication 
aries “1g | & |Sa] sl Se] a3 

[~) o|° f=) 
4 | Gee eee ees a 
March % | gm.| gm.| gm.| % | % | % 

1 | 56 | 70.87] 12.26| 0.480| 0.141] 99.38] 3.92] 1.15 
1 | 57 | 69.92] 10.57] 0.517] 0.136] 96.31| 4.89] 1.29 
2 | 58 | 71.32|11.47| 0.495| 0.155] 31.31] 4.32] 1.35 atest 
2 | 59 |72.37]11.18] 0.504| 0.149] 99.56] 4.51] 1.33 
3 | 60 |71.46| 11.53] 0.508| 0.151| 29.72] 4.41] 1.31 
Average 71.19 11.40 | 0.501 0.146 | 29.14} 4.39] 1.29 
14 | 68 | 75.16] 10.35} 0.472] 0.162| 34.32| 4.56] 1.57| 41 
21 | 72 | 75.07| 10.53] 0.489] 0.152|31.08| 4.63| 1.46 | 34 
12 67 | 75.79] 11.24] 0.638] 2.073] 11.44] 5.68] 0.65 | 3 
9 76° | 75.33 | 11.31] 0.504] 0.244] 48.41] 4.46] 2.15 | 24 
10 65 | 74.40 | 11.57] 0.563] 0.207| 36.77] 4.87] 1.79 | 24 
8 | 64 |73.96| 9.92] 0.556| 0.227] 40.83| 5.64| 2.25 | 24 
Average 74.95 | 10.82 | 0.537 | 0.179 | 33.33} 4.96] 1.66 
19 | 71 | 77.72] 11.11] 0.691] 0.139] 20.12] 6.92| 0.55 | 63 
4 | 61 | 75.51| 11.56] 0.640) 0.233] 36.41| 5.54| 2.011 24 
7 | 63 | 77.81] 13.25] 0.690| 0.246 35.65| 4.911 2.95 | 24 
30 | 82 | 78.41/ 10.41) 0.754 0.210) 27.85] 7.24] 2.02| 46 | Moderately 
28 | 77 | 77.44| 10.33] 0.802| 0.171| 21.321 7.761 1.661 48 | Sere 
24 | 74 | 79.85| 7.86] 0.870| 0.215] 24.71| 11.07] 2.73] 50 
23 | 73 |78.05| 6.57] 0.900] 0.192] 21.33/13.70| 2.92] 38 
Average | 77.83 | 10.16 | 0.764 | 0.201 | 26.31] 7.52] 1.98 
5 62 | 78.26 | 10.90} 0.694 | 0.469] 53.93] 6.37] 3.75 | 24 
15 | 69 | 79°10] 9.51] 0.851] 0.261| 30.67] 8.95] 2.74 | 46 
31 | 80 | 80.47| 10.88} 0.928] 0.253] 97.96] 8.53| 2.34 | 46 
24 | 75 |76.64| 7.86] 0.868] 0.355] 40.90]11.04| 4.54 | 48 deveve 
28 | 78 |78.36| 9.05] 0.938] 9.325] 34.56] 10.34] 3.62 | 21 
31 | 81 | 76.74] 11.94] 1.067] 0.214] 20.06] 8.94| 1.79 | 48 
28 | 79 | 80.61] 8.89] 1.026] 0.273| 16.61/11.54| 3.03 | 21 
Average | 78.60! 9.86| 0.910 |0.299 | 32.86] 9.23] 3.03 
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III. Content of polypeptide nitrogen and total 
residual nitrogen. 

In table IX the amount of nitrogen not precipitable by 
metaphosphorie acid was denoted as non-protein nitrogen. To get 
clearer idea in regard to the change in the amount of polypeptide 
nitrogen, experiments were undertaken to follow the change in the 
amount of nitrogen not precipitable by trichloracetic acid but 
precipitable by phosphotungstic acid. 

The amount of this nitrogen denoted as polypeptide nitrogen, 
and that of the phosphotungstic acid precipitable nitrogen of the 
differently affected animals are given in table XII. 

As can be seen from the table, both of the nitrogens increase 
with the degree of intoxication. The ratio of these nitrogen re- 
mains however almost the same. 


Discussion. 


We saw in preceding paragraphs that the main changes in 
the liver in phosphorus intoxication are. 1. The increase of non- 
protein-nitrogen and of water content. 2. The increase of fat 
content. 3. The increase of cholesterol content. These changes 
can be easily explained from the autolytic process and non-fune- 
tioning of fat metabolism in the liver. 

1. The increase of non-protein nitrogen and water content 
is mainly due to the autolytic process in the liver. The intoxicated 
liver cells naturally undergo prompt autolytic decomposition and 
proteinstuffs contained in the cell disintegrate into many smaller 
molecules, inducing thus the increase of osmotic pressure within 
the cell and consequently the increase in the water content. As 
is seen above the amount of polypeptide and that of less com- 
plicated nitrogenous compounds are increased in almost the same 
mutual proportion. 

2. The increase in the fat content in the liver is to be con- 
sidered as due to the stagnation of fat molecules, which ordinarily 
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come into the liver cell, and are worked out there to more easily 
available forms and leave the cell to be carried into other tissues for 
oxidation. This transformation of the fat molescule in the liver 
is retarded by intoxication. 

3. The same reasoning may be applied to the increase in 
cholesterol and cholesterol ester in the liver. In the normal state 
the liver cell transforms the cholesterol ester into cholesterol and 
excretes it into bile. In the intoxicated liver however the process 
is inhibited and cholesterol and the incoming cholesterol ester is 
stagnated within the cell. 


V.. THE CHANGE IN THE BLOOD. 


I. The content of non-protein nitrogen and 
fatty substances. 


The change in the amount of total nitrogen, non-protein 
nitrogen, total fatty acid, cholesterol, lecithin and hemoglobin was 
studied with different samples of blood, which were drawn from 
the animal at different times after the injection of phosphorus. 
The number of animals used for this study was 45 in all, and the 
range of time after the injection varied between 8-48 hours. The 
result of the analyses, which gives the average value for different 
kinds of condition, was viewed from different angles, that is, from 
the microscopical change in the liver, the water content of the liver, 
the non-protein nitrogen and the increase of the fatty acid in the 
liver and is given in table XIII in summarised form. 

It will be seen from this table that the most significant change 
in the blood is the increase in the amount of non-protein nitrogen, 
while the content of fatty acid and its allied substances re- 
mained rather within the normal range. A slight decrease of fatty 
acid value, however, seems to accompany the liver degeneration, 
which is reckoned by the increase of non-protein nitrogen content 
and histological findings in the liver. These blood constituents 
are to be considered as a result of autolysis in liver. The fat 
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transport into the liver by the blood stream is not increased at all, 
the fat infiltration being caused by the stagnation of incoming 
fatty substances. 


II. The content of ethereal and inorganic sulphate. 


As I had observed in the examination of the urine the fact, 
that while mild cases of intoxication the ratio of ethereal to 
inorganic sulphate increases, in severe cases this ratio clearly de- 
creases, indicating that this ethereal sulphate goes with more 
difficulty into the urine after intoxication. The proportion of 
inorganic and ethereal sulphate in the blood was therefore ex- 
amined. The result is shown in table XIV. 


TABLE XIV. 
Per cent of S on 
Rabbit Mg te oes basis of total 7 
sulfates Ae eos 
loose 
m m am MR QR S tS =} 
a | 38 | 68 | 28 | & | 2 leges 
oe ie! aa ie] = we oAefS 
Z bo Hn aT Ba aa ic) Z 
al} 3.71 2.75 0.96 74 26 
Normal 2 4.18 3.08 1.10 74 26 
3 3.96 2.85 1.10 72 28 


Average | 3.95 2.89 1.06 73 27 


4 4.81 2.40 2.41 50 50 
Intoxicated 5 8.24 5.04 3.20 61 39 56.4 
6 10.72 4.26 6.46 40 60 153-2 


| § | J | 


* Blood of V. cava inf. thoratica. 
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As the table shows, the ethereal sulphate increases much more 
than the inorganic sulphate. These cases were all severe ones and 
the excretion of ethereal sulphate seemed more difficult than usual 
due to the change in the kidney. 


III. The amount of polypeptide nitrogen and 
total residual nitrogen. 


In this section determination of polypeptide nitrogen and 
total residual nitrogen in the blood was performed. We did this 
beeause we thought the comparison of the amount of polypeptide 
nitrogen and more or less complicated nitrogen as urea and allied 
substances might reveal the functional condition of kidney. In 
table XV is given the result of such determinations made en the 
animal at different hours after the phosphorus injection. 

From the table it can be seen that so long as the function 
of kidney is not much interfered with, the ratio of polypeptide 
nitrogen and total non-protein nitrogen in the blood does not change 
much, no matter how the autolytic change in liver may vary. 

In nearly all of the animals one day and a half after injection 
the ratio remains almost the same as in the normal condition (19- 
20%). After the lapse of 48 hours, however, the damage in the 
kidney becomes large and the excretion of urea into urin is also 
much interfered with, so that in this severe case the ratio becomes 
very much lowered (12.8). 


IV. The dysdesamination coefficient. 


I examined next the dysdesamination coefficient as it pro- 
posed by Cristol, Puech and Trivas (1927). The animals were 
fed on a definite ration consisting mainly of Okara and the feeding 
was cut off during 24 hours previous to blood sampling. The 
results are shown in table XVII. 

As is clear from the table, although all of the urea nitrogen, 
polypeptide nitrogen and amino acid nitrogen were increased and 
the dysdesamination coefficient was also increased, there are still 
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TABLE XV. 


The comparison of polypeptide nitrogen with non-protein nitrogen in different 
degrees of phosphorus intoxication. 


Z Z Zale g - 
S Zi & Z 5 S 3 2 ae bee 
= ne oe me 2 ~~ eilP 20 On 
a oS =) [oy a/o 4 Oos5 
Shae ip s 5 3 Zia] 5 bas 
B| 3 eg |e Sle emeees 
7; & | lz S A 
Normal animal 
% gm. mg. mg. 6 hrs. 
1 56 7932 | 3.185] 39.2 7.5 | 19.18 
| 57 79.15 | 3.024 | 33.6 6.6 | 19.64 
2 58 77.31 | 3.430| 33.6 7.5 | 22.32 
2 59 80.02 | 3.100 | 37.4 5.5 | 1473 
3 60 8056 | 2.884] 85.5 7.5 | 21.18 
Average 79.27 | 3.125 | 35.9 6.9 19.22 
Intoxicated animal 
3.148 | 37.4 9.3 | 24.87 24 
3.360 | 37.4 9.3 | 24.87 24 
3.115 | 37.4 9.3 | 24.87 24 matte 
3.193 | 37.4 9.3 | 24.87 24 
3.683 | 41.1 5.6 | 13.63 41 
2.892 | 43.0 7.4 | 17.21 36 
2.723 | 46.7 5.5 | 11.78 36 
3.158 40.1 8.0 19.95 
2.993 | 50.4 7.5 | 14.88 24 
eee | He) ue | el 
2. : 4.9 | 22.78 21 
g292 | 72.5 | 10.4 | 1434| 50 | Moderately 
2.821 | 85.9 | 22.4 | 26.08 34 
3.577 | 89.7 | 16.8 | 18.73 33 
3.3384 | 93.4 | 18.7 | 20.02 24 
3.120 73.9 15.4 20.84 


—_———— |—__—$<$<—<_——.$s|§F§ —$———————— | —————___ |—______ mca 
— Se 


3.474 | 123.2 | 15.0 | 12.18| 48 | Severe 


Average 
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TABLE XVI. 


3 00060—O00O0O@—9—9—9—08—000900N OO 


Mg. per 100ce. 


2 Microscopical 

S of Plasma a8 Ba change 

Z = z = de |ébs 

3 y = Ts 3) ee 

FS : eel ae § 8s | gee 

5 | > | 8 | Be | 2% | Be | e228 

A Sule F As |e 

Pa <q 
Normal animal 
gm. % 

121 2070 21.0 §.1 9.4 40.8 

122 2420 18.7 5.3 8.5 42.5 

123 2160 21.7 4.7 10.9 41.8 

normal | normal 

124 2110 21.0 6.7 8.6 42.1 

125 1900 21.7 4.6 9.6 39.6 

126 2460 19.6 5:3 10.0 43.8 
Average | 2187 20.6 5.3 9.5 41.8 

Intoxicated animal 

127 2050 34.5 26.0 43.0 66.9 

128 2120 37.5 21.0 33.1 59.1 

129 2290 44.3 39.0 37.6 61.9 very mild 

130 2050 | 411 | 630 | 329 | 70.0 severe 
Average | 2128 39.4 37.3 34.4 64.5 

181 2030 48.7 28.5 28.8 54.1 

132 2170 40.6 24.5 25.2 55.0 

133 2150 41.5 24.5 38.7 60.4 very severe 

134 2150 42.6 28.0 32.4 56.7 severe 
Average | 2125 43.4 26.3 31.3 56.6 

135 2520 61.1 36.8 27.6 51.3 

136 2190 60.7 28.0 39.6 52.9 severe | severe 

iy 2000 24.7 11.5 15.9 52.6 
Average | 2237 48.8 25.4 27.7 52.3 
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fluctuations in all of these numbers; that these variations are due 
to the mutual state of functional damage of liver and kidney is 
shown by the histological examination of these organs. 

According to the degree of histological change the examined 
cases are classified as in table XVI. As is clear from the table, the 
dysdesamination coefficient is the highest when the function of the 
liver is severely damaged, inducing the increase of polypeptide and 
amino acid nitrogen, while the kidney is not damaged much to 
affect the urea excretion. The change in the dysdesamination 
coefficient is smaller when the damage of the function of liver is 
mild, while the kidney function is rather severely interfered with. 

In this case the increase in the polypeptide and the amino 
acid nitrogen is not very large and the urea contents remained 
pretty high because of the difficulty of excretion by the kidney. 
The dysdesamination coefficient of a phosphorus poisoned animal 
behaves just according to the functional changes in the liver and 
the kidney. 

Discussion. 

The analysis of the blood in the phosphorus intoxicated 
animal clearly reveals the fact, that the products of autolysis in 
liver cells are flooded into blood stream, while the content of fatty 
substances is no more than the normal value. 

The fat infiltration in liver or kidney is only caused by the 
inability of the cells of these organs to manipulate the incoming 
fatty substances. 

The figures in ethereal and inorganic sulphate indicate, when 
considered with findings in the urine, that the excretion of the 
ethereal sulphate through the kidney is more highly affected by the 
phosphorus poisoning. When the degree of intoxication is ad- 
vanced the excretion of less complicated protein metabolic sub- 
stance through the kidney becomes hardend, while the amount of 
polypeptide nitrogen in the blood is rather lessend. As the result 
the ratio of polypeptide nitrogen to the residual nitrogen goes below 
the normal value. 
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This is an indication that the damage of the kidney is advanced 
and the life of the animal is endangered. The dysdesamination 
coefficient falls also in these cases. 


VI. The morphological change in liver and kidney. 


A group of intoxicated animals was killed at a certain intervals 
after the injection of phosphorus and the liver and kidney were 
examined microscopically. The microscopical feature of the ex- 
amined organs is summarized in table XVII. 

In the table+--+-+ indicates that large fat droplets oceupy the 
cells, while + means the existence of some minute droplets. 

Figures between these two extremes are indicated by+-+. 

Summarized, the following generalization may be drawn: 

1. By intoxication with phosphorus fatty degeneration is very 
manifest in the liver, while the kidney is not severely affected. 

2. The degeneration begins to appear first in the interstitium 
of the liver, while the change in parenchyma comes later. 

The degree of degeneration in the interstitium is however quite 
limited, even when the change in the parenchyma reaches maximum. 

3. In the kidney the tubuli contorti are most frequently 
affected, followed by the tubuli recti, while the degeneration of the 
glomeruli is very rare. 

4. Generally the degree of degeneration is proportional to 
the length of time after the injection of the phosphorus. 

The exception is however not rare. 


CoNCLUSION. 

1. When rabbits are intoxicated by a phosphorus injection 
the liver is attacked first and after a little lapse of time the function 
of the kidney becomes greatly interfered with. 

2. Parallel with the degree of intoxication both the water 
content and the amount of non-protein nitrogen of the liver in- 
crease, indicating there is an autolytic process within the liver 
going on. 
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TABLE XVII. 
The microscopical feature of fatty degenerated liver and kidney of 
rabbit poisoned with phosphorus. 
3 5m Liver 
°o 
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3. The content of fat and cholesterol in the liver amounts to 
a high percentage, owing to the stagnation of these substances 
coming into the liver, which could not be worked out as usual. 

4. The products of autolysis in the liver flood out into the 
blood stream, while the content of the fat, and fatty substances 
in the blood remains within normal values. 

5. When the kidney is severely affected the amount of non 
protein nitrogen in the blood increases to a high value, while the 
amount of sulphate, especially that of ethereal sulphates in the 
blood, increases earlier and in a larger degree. 

6. The excretion of nitrogen into the urine is greatly de- 
creased whenever the kidney is damaged to a certain extent. The 
percentage of urea nitrogen to the total nitrogen is always decreased 
indicating the functional damage of urea formation in the liver. 

7. Both the absolute amount of oxygen consumption of the 
animal and the degree of dysoxidizability examined by Vakat 
oxygen method decrease in the case of phosphorus intoxication. It 
is suggested from the result, that the qualitative side of oxidation 
is more highly damaged than the quantitative one. 
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DIE HEMMENDE WIRKUNG DER SPLANCHNICO- 
TOMIE AUF DIE ATROPINGLYKAMIE. 


Von 


SHIN-ICHI KAWASHIMA unp YOSHIO IWANAGA. 
(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. Inada, 
Kaiserliche Universitét zu Tokio.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1928.) 


Uber das Verhalten des Blutzuckers unter Kinwirkung einer 
klemen Gabe von Atropin sind die Angaben von vielen Autoren 
noch nicht einig. Jedoch wurde die Hyperglykimie bei grésseren 
Atropindosen von allen Seiten iibereinstimmend bestatigt. In 
unserer Klinik wies Shim (1925) am Diabetiker nach, dass die 
Zuckerausscheidungsschwelle durch Atropin sich sehr haufig erhéht, 
was auch von Eda (1927) am Kaninchen bestatigt wurde. Die 
Frage, wie diese Atropinglykamie zustande kommt, wurde bis heute 
wenig untersucht. McGuigan will diese Erscheinung auf die 
Aufregung des Versuchstieres zuriickfihren. Es scheint aber die 
herschende Meinung zu sein, dass die Atropinglykaémie durch 
zentrale Reizung hervorgerufen wird (S. Pollak), ohne dass ein 
experimenteller Beweis dafiir, wenigstens unseres Wissens, geliefert 
worden ist. Nach zahlreichen Untersuchungen iiber die Zucker- 
ausscheidungsschwelle in unserer Klinik ist es héchst wahrschein- 
lich, dass der Schwellenwert bei der sympathischen Erregung sich 
erhoht. So liegt der Gedanke nahe, ob nicht die Atropinglykimie 
auch eine Art von sympathischer Hyperglykamie sei. Wenn diese 
Glykamie von zentraler Natur ist, wie die bisherigen Autoren 
glaubten, so kann man erwarten, dass Atropinglykémie bei 
Splanchnicotomie ausbleiben muss. Um diese Frage zu entschei- 
den, haben wir auf Veranlassung und unter Leitung von Prof. 
R. Inada und K. Sakaguchi den Einfluss der Splanchnicotomie 
aut Atropinglykémie untersucht. 

Bei unseren Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir als 
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Kontrollversuche an Kaninchen, die etwa 15 Stunden lang gefastet 
hatten und so viel 0.1% Atropinlésung subcutan injicierten, dass 
wir eine leiche Blutzuckersteigerung ohne starke Vergiftungs- 
erscheinung erzielen konnten. Dann wiederholten wir die Versuche 
durch Injection mit gleichgrossen Atropindosen, nachdem die Tiere 
sich vollstandig von der beiderseitigen Splanchnicotomie erholten. 
Die einzelnen Daten sind in folgenden Tabellen wiedergegeben. 


TABELLE I. 

Kontrollversuche. 
Ei WL TOSS 5 Prozen- 
Kaninchen | Atropin Blutzucker % tualer 

Zucker- 


%h| Ih |1%h/ 2h | 3h | anstieg 


168 148 133 122 113 14.7 % 
126 135 128 127 116 12.5 % 
95 115 109 111 91 15.0 % 
95 107 112 105 91 17.9 % 
95 98 80 80 79 24.0 % 


TABELLE II. 


Versuche nach der Splanchnicotomie. 


Kaninchen |Atropin Blutzucker %° aaa 


Zucker- 
anstieg 


Wie die Tabellen zeigen, wurde ein Blutzuckeranstieg durch 
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Atropin bei allen Kontrollversuchen mehr oder minder deutlich 
gefunden, wihrend er nach der beiderseitigen Splanchnicotomie 
ganz unbedeutend war. Dieser Befund beweisst, dass Atropin- 
glykamie durch zentrale Erregung des Sympathicus zustande 
kommt. 


ScHLUSS. 


Atropinglykémie wird durch beiderseitige Splanchnicotomie 
deutlich gehemmt, was darauf hindeutet, dass diese Hyperglykamie 
durch zentrale Erregung des Sympathicus zustande kommt. 
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UBER DEN EINFLUSS DES ERGOTAMINS AUF DEN 
BLUTZUCKERGEHALT. 


Von 
GENICHIRO EDA. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. Ryokichi Inad a, 
Kaiserliche Universitit zu Tokyo.) 


(Fingegangen am 28. Juli 1928.) 


Das Ergotamin wurde in neuester Zeit als ein lahmendes Gitt 
der sympathischen Nervenendigungen von vielen Seiten zur Erlau- 
terung des Mechanismus verschiedener Hypereglykaémien herange- 
zogen. Nach tibereinstimmenden Angaben steht heute so weit fest, 
dass sympathische Hyperglykamie, wie die dureh Adrenalin u. a., 
unter der Wirkung des Ergotamins ausbleibt. Das Alkaloid wirkt 
aber auf die durch parasympathische Gifte verursachte Hvper- 
glykamie ebenso hemmend, aus welchem Grunde behauptet wird, 
dass diese Hyperglykamie eigentlich sympathischer Natur ist. 
Hieriiber habe ich (1928) vor kurzem einige Versuche verdéffent- 
licht. 

Alimentare Hyperglykamie scheint auch dureh Ergotamin 
haufig gehemmt zu werden. Hetényi und Pogany (1926) 
haben an zwei Hyperthyreatikern festgestellt, dass ei ausge- 
sprochener alimentarer Blutzuckeranstieg bei vorangehender Ergo- 
tamininjektion ganz ausbleibt. Sie schlossen daraus, dass ihre Ver- 
suche fiir die seit neuerer Zeit viel genannte Reiztheorie der 
alimentiren Hyperglykamie sprechen, nach welcher das peroral 
zugefiihrte Kohlenhydrat als Reiz wirkt, indem dieser Reiz im 
Endergebnis eine Erregung der sympathischen Endapparate der 
Leber hervorruft, die dann ihrerseits die Mobilisierung des Leber- 
elykogens bewirkt. Grunke (1926) hat an sechs Nichtdiabetikern 
und an zwei Zuckerkranken eine depressorische Wirkung des Ergo- 
tamins auf eine alimentare Hyperglykiimie beobachtet und ange- 
nommen, dass eine Abhingigkeit der letzteren vom vegetativen 
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Nervensystem damit wesentlich gestiitzt ist. Kiirzlich haben 
Bufano und Masini (1928) mitgeteilt, dass sie an drei Diabeti- 
kern bei Ergotaminzufuhr eine Erhoéhung der Toleranz gegen 
Kohlenhydrate nachweisen konnten, wodurch die Autoren zur — 
Meinung gefiihrt wurden, dass das Mittel fiir Diabetesbehandlung 
anwendbar sei. Pollak (1927) hat auch am Kaninchen gefunden, 
dass Ergotaminbehandlung die nach peroraler Zuckerzufuhr 
gewonnene Blutzuckerkurve deutlich abflacht. 

Was endlich die Wirkung des Ergotamins auf den niichternen 
Blutzuckerwert betrifft, sind die Angaben der Autoren nicht 
iibereinstimmend. Lesser und Zipf (1923) fanden am Kanin- 
chen nach Ergotamininjektion eine leichte Blutzuckersenkung, 
aber beim menschlichen Diabetiker nur in einem Fall eine solche 
Wirkung, wahrend sie in anderen Fallen vermisst wurde. 
Hetényi und Pogany (1926) wie Silberstein und Kessler 
(1927) gaben an, dass sie am Kaninchen den Befund der oben 
genannten Autoren bestaétigen konnten. Seidel (1927) konnte 
auch in samtlichen Versuchsgruppen am Menschen wie am 
Kaninchen eine hypoglykémisierende Wirkung des Ergotamins 
nachweisen. Dagegen wollen eine Reihe Autoren eine solche 
Wirkung auf Niichternwert ablehnen. Am normalen Kaninchen 
konnten Miculicich (1912), Rothlin (1925), Pollak (1927), 
Sakurai (1926) und Masamune (1926) keine Hypoglykamie 
nach Ergotamin- oder Ergotoxininjektion nachweisen. Bei Unter- 
suchungen von Grunke (1926) an zwei Zuckerkranken und an 
sechs Nichtdiabetikern blieb der Niichterwert durch Ergotaminzu- 
fuhr unbeeinflusst. Moretti (1928) vermisst auch beim Ge- 
sunden eine hypoglykamisierende Wirkung des Alkaloides im 
niichternen Zustande. Aber er fand am menschlichen Diabetiker 
und am Pankreashunde eine solche Erscheinung. 

Wie oben auseinander gesetzt, sind die Untersuchungen am 
Menschen noch relativ gering und gehen sogar die Ansichten der 
Autoren iiber die Wirkung des Ergotamins auf Niichternwert ganz 
auseinander. Bei soleher Sachlage habe ich ‘auf Veranlassung und 
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unter Leitung von Prof. R. Inada und K. Sakaguchi mich mit 
dieser Frage beschaftigt. 

Bei meinen Untersuchungen habe ich als Ergotaminpriparat 
““Gynergen’’ (Ergotaminum tartaricum) zum Gebrauch genommen 
und dessen Einfluss auf den Blutzuckergehalt am Nichtdiabetiker 
und am Zuckerkranken, wie am normalen und pankreatomierten 
Hunde untersucht. Blutzuckergehalt habe ich dabei nach Bang- 
scher Mikromethode bestimmt. 


A. EINFLUSS DES ERGOTAMINS AUF DEN NUCHTERNEN 
BLUTZUCKERWERT. 


1. Versuche am kohlenhydratstoffwechselgesunden Menschen 
und am normalen Hunde. 

Weil der Blutzuckergehalt auch beim Gesunden selbst morgens 
in niichternem Zustande nicht ganz unbeweglich bleibt, so habe 


TABELLE I. 
Datum 
Fall 
1928 
I 13.00 
H.K. 35). 16.11 
Asthma 17.11 5 
bronchiale 20.11 76 
BPEL 91 
5 ar ae 16.11 76 
M.S. 50 J. 
Gastroptose 17.11 cy 
9.1L 58 
III. 22.11 7] 
H.S. 16 j. 93.11 65 
Verdacht auf 24.11 66 
Riickenmarks- x 68 
tumor 25.11 
24.1T 72 
IV. . 15.11 71 
S.M. 38j. 17.11 68 
Wirntumor 
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ich in allen Fallen ausser eigentlichen Untersuchungen auch Kon- 
trollversuche angestellt. Beim letzteren wurde 0.25 mg Ergotamin 
subkutan injiziert und danach drei Stunden lang der Blutzucker 
halbstiindlich untersucht. Beim ersteren wurde genau dieselbe 
Untersuchung ohne Ergotamininjektion ausgefihrt. 

Wie die Tabelle zeigt, trifft man gewohnlich den niedrigsten 
Wert in der dritten Versuchsstunde an. Weil diese Senkung des 
Blutzuckergehaltes nicht nur nach Ergotamininjektion, sondern 
auch bei Kontrollversuchen beobachtet wird, so besteht kein 
Zweifel, dass diese Erscheinung mit der Ergotaminzufuhr nichts 
zu tun hat. Ebensowenig ist ein leichter Blutzuckeranstieg, 
welcher oft wihrend der Versuchszcit zustande kam, mit der Injek- 
tion in Zusammenhang zu bringen. Kurz, ich habe in vorliegenden 
Versuchen am Menschen niemals einen deutlichen Einfluss von 
0.25 mg Ergotamin auf den niichternen Blutzuckerwert beobachtet. 

Weil beim Menschen groéssere Ergotaminzufuhr gewohnlich 
unangenehme Nebenerscheinungen verurscht, so habe ich bei 
meinen Versuchen von dem Gebrauch einer groésseren Dose abge- 
sehen. Die Versuche mit einer grésseren Dosis sind am Hunde 
angestellt worden. Dazu wurden Hunde von ca. 10 kg. Korper- 
gewicht mit 1mg Ergotamin subkutan oder intravenés injiziert 
und dessen Einfluss auf Niichternblutzuckerwert untersucht. 

Aus der Tabelle ersieht man, dass die Blutzuckerkurve bei 
subkutaner und intravenéser Ergotamininjektion kaum voneinander 
nachweisbaren Unterschied zeigt. Aber man darf wohl hier nicht 
verkennen, dass der Blutzuckerwert bei Kontrollversuchen stets 
tiber 76 mg betrug, wahrend er zwei oder drei Stunden nach der 
Injektion héufig eimen niedrigeren Wert zeigte und sogar oft 
unter 60 mg gefunden wurde. 

Bei diesen Befunden kénnte man wohl behaupten, dass das 
Alkaloid in gewissem Masse auf den Niichternwert hypoglykami- 
sierend einwirkt. Aber ich médchte mit diesem Schluss etwas 
guruckhaltend sein, weil die Blutznekersenkung kaum auffallend 
und nicht eindeutig ist. 
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Hunde. 


II 
10 kg 


Tene 
llkg 


IV 
10.5kg 


llkg 


TABELLE II. 
Ergotamin 
mg vor 


1.0 (subkutan) 84 


y 89 

0 pe 100 

O27a © 1LIOL 
1.0(intravenéds)| 91 
70 


” 


0.5 (subkutan) 95 


. 99 

0.5 (intravends)| 73 
x 74 

0 85 

0 79 

0.5 (subkutan) 80 
As 78 

0.5 (intravenés)| 72 
P 74 

) 75 

fy) 97 

0.5 (subkutan) | 76 
0 81 

0 84 

0 85 

(.5 (intravends)} 71 
On 


” 


0.5 (subkutan) 85 
i) | 86 
0 101 
0.5 (subkutan) 78 
0.5 (intravends)} 78 


, 


*/2 


Std. 


98 


1 


92 
92 


1*/2 


Blutzuckergehalt mg % 


) 
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2. Versuche am Zuckerkranken und am Pankreashunde. 

Wie schon erwahnt, hat Moretti (1928) nur am Diabetiker 
gefunden, dass der Niichterwert nach Ergotamininjektion herab- 
sinkt, wahrend eine soleche Ercheinung beim Gesunden vermisst 
wird. Auch Seidel (1927) gibt an, dass Senkung des Niichtern- 
wertes nach der Injektion beim Zuckerkranken ausgepragter 
ausfallt, als beim Nichtdiabetiker. Hier fehlt leider die Angabe 
tiber das Verhalten des Blutzuckers ohne Ergotaminzufuhr. 
Bekanntlich zeigt der niichterne Blutzuckerwert im normalen 
Zustande nur eine undeutliche Schwankung. Aber beim Dia- 
betiker mit einer starken Hyperglykamie, besonders wenn er am 
vorangehenden Tage kohlenhydratreich ernaéhrt ist, zeigt der Blut- 
zucker eine deutliche Herabsetzung, wenn der Kranke eine lange 
Zeit niichtern gehalten wird. Auf diese Erscheinung sollte eigent- 
lich stets Riicksicht genommen werden, wenn man Ergotamin- 
wirkung auf Niichternwert des Diabetikers untersuchen will. 
Unter den friiheren Autoren scheint meines Wissens nach nur 
Grunke diesen Umstand beriicksichtigt zu haben. Beim Dia- 
betiker beobachtete er eine Blutzuckersenkung nach einer Ergo- 
tamininjektion. Weil dieser Abstieg aber nicht grésser war, als 
unter dem Hinfiusse des Hungers beobachtet, so schliesst der Autor, 
dass Ergotamin auch beim Diabetiker den niichternen Blutzucker- 
wert nicht beeinflusst. 

Bei meinen Untersuchungen, wo Ergotaminwirkung auf den 
Niichternwert am Diabetiker und am Pankreashunde beobachtet 
wurde, habe ich immer auf diese Hungerwirkung achtgegeben. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, zeigte der Blutzuckergehalt 
nach der Injektion von 0.25-0.5 mg Ergotamin bei hyperglykami- 
schen Zuckerkranken eine deutliche Herabsetzung. Weil aber eine 
solehe Blutzuckerabnahme auch bei Kontrollversuchen in demselben 
Grade zum Vorschein kam, so liegt der Gedanke nahe, dass diese 
Erscheinung wesentlich auf einer Hungerwirkung und nicht auf 
einer Ergotaminzufuhr beruht. Ebenso wenig wurde auch bei 
normoglykiéimischen Kranken eine sicher nachweisbare hypogly- 
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TABELLE III. 


Fall 


I 
T.M. 38j. 


G.S. 32j. 


IV 
Y.K. 39j. 


Vv 
T.L. 623. 


Vi. 
VES, eAbay 
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kamisierende Wirkung des Alkaloides beobachtet. 
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Zunichst habe ich Pankreashunden von ca. 10 kg Korper- 
gewicht 0.5-1 mg Ergotamin subkutan injiziert und dessen Einfluss 


auf den Blutzuckergehalt bei leerem Magen untersucht. 


Hund. 


II 
11lkg 


Tit 
12.5 kg 


TVs 
11.5kg 


Datum 


Ergota- 
min 


TABELLE IV. 


313 
280 
283 


203 
265 
260 


286 


173 | 179 


257 | 263 


178 | 180 | 175 
167 | 170 | 165 
163 | 168 | 163 
181 | 186 | 170 


Blutzuckergehalt mg % 


Maximale 
prozen- 
tuale 
Herab- 


setzung 


Hier war das Untersuchungsresultat genau dasselbe wie bei 


hyperglykamischen Zuckerkranken. 


Obwohl der Blutzuckergehalt 


nach der Injektion mit der Zeit sank, ist zu beachten, dass eine 


Herabsetzung auch bei Kontrollversuchen stattfand. 


Aus diesen Untersuchungsresultaten muss ich also sehhessen, 
dass Ergotamin bei Zuckerkranken und bei Pankreashunden den 


nichternen Blutzuckerwert nicht nachweisbar herabsetzt. 
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TABELLE V. 


Blutzucker nach Probekost. 
(270 g gekochter Reis 
+2 Hithnereier) 


I 
H.K. 35j. 
Asthma 
bronchiale. 


II 
M.Y. 50j. 
Gastroptose 


ipire 
S.K. 26). 
Ankylosto- 
miasis. 


1V 
SU Ls: 

Riickenmark 

tumor? 


We 
H.S. 16 j. 
Verdacht auf 
Riickenmark 
tumor. 
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B. Exyruuss DES ERGOTAMINS AUF DIE ALIMENTARE 
HyYPERGLYKAMIE. 


Wie erwahnt, stimmen die Angeben einiger Autoren darin 
iiberein, dass das Ergotamin deutlich depressorisch auf die 
alimentaire Hyperglykémie wirkt. Aber die Zahl der Untersu- 
chungen am Menschen scheint mir noch nicht ausreichend zu sein, 
als dass die Frage schon fiir ganz abgeschlossen gehalten werden 
kénnte. Aus diesem Grunde habe ich auch an mehreren Nicht- 
diabetikern und Zuckerkranken Untersuchungen angestellt. 

1. Untersuchung am Nichtdiabetiker. 

Hier ging ich so vor, dass ich den Versuchspersonen zuerst 
als Kontrolle die bei uns gebrauchliche Sakaguchische Probekost, 
welche aus 270g gekochten Reis (—100g Iufittrockenem Reis) 
und zwei Hiihnereiern besteht, verabreichte und in den eigent- 
lichen Versuchen 0.25mg Ergotamin 14 Stunde vor dieser Nah- 
rungszufuhr subkutan injizierte. .Bei allen Versuchen wurde der 
Blutzucker halbstiindlich zwei Stunden lang, dann stiindlich bis 
auf drei Stunden untersucht. Das Resultat ist in Tabelle V 
angegeben. 

Aus diesem Resultate habe ich die folgende Ubersichts- 
tabelle zusammengestellt. 


TABELLE VI. 


Maximale alimentare Blutzuckersteigerung 


Fall Kontrollversuch Ergotaminversuch 

4 | Blutzuckerwert Blutzuckerwert 
Hoéchster mg% (relative Hochster mg% (relative 

Zunahme) ____ Zunahme) 
I 133 u. 102 (121 u. 76%) il hey uh, alalhe. (67 u. 51%) 
II 131 u. 157 (54 u. 106%) 137 u. 146 (35 u. 78%) 
Tit 137 u. 137 (69 u. 30%) 117 u. 128 (72 u. 58%) 
IV 140 u. 147 (79 u. 84%) 115 u. 114 (51 u. 16%) 


Vv 99 u. 115 (2u. 35%) 94u. 92 (34 u. 33%) 
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Aus den Tabellen kann man ersehen, dass Ergotamin (0.25 
mg) auf die alimentire Hyperglykamie oft, aber nicht immer 
deutlich hemmend einwirkt. Es fehlt auch nicht an Fallen, wo 
eine solche Wirkung ganz vermisst wird. Weil bekanntlich die 
Empfindlichkeit gegen Ergotamin individuell sehr verschieden ist 
und von vielen Seiten dariiber mitgeteilt wird, dass das Alkaloid 
in kleiner Dose oft gar nicht und erst in einer grésseren eine 
deutliche depressorische Wirkung hervorruft, so will ich auch bei 
meinen Fallen die Méglichkeit nicht absolut zuriickweisen, dass 
eine Hemmung der alimentiren Blutzuckersteigerung bei groésserer 
Ergotaminzufuhr noch deutlicher in Erscheinung treten wiirde. 
Weil ich aber bei den von mir angewendeten Dosen schon haufig 
unangenehme Nebenerscheinungen wie Schwindel, Nausea, Oppres- 
sionsgefiihl der Brust und anderes beobachtete, so habe ich den 
Versuch mit einer vergrésserten Dosis nicht ausgefiihrt. 

2. Untersuchung am Diabetiker. 

Bei Versuchen am Diabetiker wiahlte ich ein solches Stadium, 
wo die Toleranz der Zuckerkranken annidhernd konstant blieb, und 
verabreichte den Kranken nur eine solche Kohlenhydratmenge, 
dass alimentére Hyperglykaémie nicht zu stark auftrat. Unter 
diesen Zustinden wurde der Versuch mit oder ohne Ergotamin 
wiederholt, indem bei Ergotaminversuchen Kohlenhydrat in der- 
selben Menge wie bei den Kontrollversuchen oder etwas vermehrt 
verabreicht wurde. Gewoéhnlich injizierte ich subkutan 0.25 bis 
0.5mg Ergotamin 1, Stunde vor der Nahrungszufuhr. Nur in 
einigen Fallen wurde 0.5 mg Ergotamin geteilt verordnet, némlich 
14 Stunde vor der Kohlenhydrataufnahme und 114 Stunden nach 
dem Essen je 0.25mg. Die einzelnen Daten sind in Tabelle VII 
wiedergegeben. 

Obwohl die hemmeéende Wirkung des Ergotamins auf die 
alimentaére Hyperglykamie bei den Fallen II und IV nicht deutlich 
war, so kann man doch bei allen iibrigen Fallen eine mehr oder 
minder ausgepragte Hemmung aus der Tabelle ersehen. Diese 
Wirkung geht aber nicht immer mit der Ergotaminmenge parallel 
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YABELLE VII. 


Datum aren Ergotamin| Blutzuckeranstieg mg % | prozen- 
Fall i tualer 


1927 g. mg 


0.3 
0.5 


= zweimai 
0.5 Seteilt 


: imal 5, 

gotellt 24 

31 

51 

43 

we | ex 41 
G.N. 28j] 12.XTI 35 
12.X1I 68 

8.XI1 72 

VII | 9.XII 54 
M.N. 47j| 12.XII 66 
13.XII 130 

57 

VIII 64 
S.T. 52; 54 
71 

60 

IX 20 
Y.A. 353 62 
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und wie es von vornherein zu erwarten ist, kann man die alimentire 
Hyperglykamie durch Ergotamin nicht vollsténdig unterdriicken. 
Dass im Fall 1 am 30. Juni nach Ergotamin der Blutzuckeranstieg 
ganz ausblieb, stellt eine Ausnahme dar. Weil die Herabdriickung 
der Hyperglykéimie durch Ergotamin also nur beschrankt ist und 
ausserdem danach noch haufig unangenehme Nebenerscheinungen 
zum Vorschein kommen, so kann ich mich nicht der Ansicht einiger 
Autoren ohne weiteres anschliessen, welche dem Ergotamin einen 
besonderen Wert fiir die Behandlung der Zuckerkrankheit zu- 
schreiben. 


SoHuuss. 


1. Bei meinen Untersuchungen am kohlenhydratstoffwech- 
selgesunden Menschen konnte ich nach der Injektion von 0.25 mg 
Ergotamin niemals eine sicher nachweisbare Senkung des niich- 
ternen Blutzuckerwertes beobachten. Bei Versuchen am Hunde 
mit einer groésseren Alkaloidmenge wurde der Blutzuckerwert zwei 
oder drei Stunden nach der Injektion haufig niedriger gefunden 
als bei Kontrollversuchen. Aber der Unterschied war so unbedeu- 
tend, dass man daraus nicht sicher auf die hypoglykaémisierende 
Wirkung des Alkaloides schliessen konnte. 

2. Bei hyperglykamischen Zuckerkranken wie bei Pankreas- 
hunden wurde eine deutliche Senkung des Blutzuckerwertes nach 
der Ergotamininjektion beobachtet. Weil eine solche Blutzucker- 
abnahme auch bei Kontrollversuchen fast in gleichem Grade 
zustande kam, so muss man diese Erscheinung:nicht auf Ergo- 
taminzufuhr sondern auf die Hungerwirkung zuriickfthren. 

3. Beim Nichtdiabetiker wirkt 0.25mg Ergotamin auf die 
alimentére Hyperglykimie nicht immer, aber oft deutlich 
hemmend. 

4. Beim Diabetiker wirkt 0.3-0.5 mg Ergotamin in der Regel 
mehr oder minder deutlich unterdriickend auf die alimentaire 
Hyperglykimie. Weil diese depressorische Wirkung aber beschrinkt 
ist und dabei haufig unangenehme Nebenerscheinungen zustande 
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kommen, so scheint es mir fraglich, ob das Alkaloid als antidiabe- 
tisches Mittel irgend eine wichtige Rolle spielen kann, wie einige 
Autoren behaupten. 
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Since Biilmann (1921) proposed the applicability of the 
quinhydrone electrode to the measurement of hydrogen ion con- 
centration (1921), this electrode has been used for pH measure- 
ment in technical as well as in biological problems. 

The range of its applicability was also investigated by the 
same author and others (1927) and it was proved that it could 
be depended on to measure accurately even as small amount as 
0.0005 volts in an acidic as well as in a slightly alkaline solution 
(under pH 8,5). 

Sérensen (1921) and Lindstrém-Lang (1925) studied 
the influence of cations (Li, Na’, K’, Rb’, Cs’) and anions (Cl’, 
Br’, I’) on the quinhydrone electrode potential. The effect seems 
to be the salting out action of those ions. 

O’Sullivan (1925) showed that the quinhydrone electrode 
could be employed in measuring the pH of solutions containing 
metallic ions such as copper, tin, lead and nickel. Biilmann 
(1921, 1927) too, proved that it could be applied also in the pre- 
sence of nitrate and hypochlorite ions. Those phenomena are 
ascribed to the reducing action of the quinhydrone electrode being 
weaker than the platinum-hydrogen electrode. 

However, the present authors, in working with the quin- 
hydrone electrode, found that the quinhydrone electrode did not 
give any stable potential in an ammonium salt solution, such as 
NH.Cl. After 24 hours it even became more positive. 
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Moreover, it was observed that when quinhydrone was kept 
in an ammonium chloride solution, its colour changed to reddish 
brown, red and at last reddish violet and after a few day, a 
flocky brownish yellow substance was seen on the surface of the 
solution and this changed to a black precipitate. 

The present authors undertook the following experiments in 
order to find the reason for this anomaly. 


1. EXPERIMENTAL Part. 
The potential differences of the following cell were measured 
with various ammonium salts at 25°C. 


0.15 g. quinhydrone in | saturated 0.1n KCl 


Se 15 ec. of 0.1n NH.CL | KCl solution | HgsCle solid 


Hg. 

The results of these measurements in Table I, II and III are 
shown in Fig. 1. 

The most marked feature in those results is that the electrode 
potentials in inorganic ammonium salt solutions (Cl’ and SO,’’) 
changed conspicuously, as if the hydrogen ion concentration in- 


TABLE I. 
0.ln NH,Cl 
rm 0.1n (NH4)280. 0.1m NH.Cl (brown coloured vessel) 
(minute) E. M. F. E. M. F. E. M. F. 
(volt) pH (volt) Du (volt) 


+ 0.0257 5.68 +0.0612 5.08 + 0.0595 
+0.0325 5.56 +0.0735 4.87 +0.0722 
= = + 0.0850 4.68 = 
+0.0498 5.27 + 0.0894 4.60 +0.0928 

+0.0647 5.02 +0.1004. 4.42 — 
120 +0.0750 4.85 +0.1088 4.27 +0.1110 
150 = = +0.1130 4.22 +0.1178 | 4.12 


Remarks: pH with hydrogen electrode for 0.1n NH.Cl=5.54 
” ” ” 2” ” 0.1n (NH,) 280. =6.46 
» by the calculation from dissociation const. 0.1n NH.Cl= 5.26 
(Denham) 
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TABLE II. 
10 ce. 0.1 n 10 cc. 0.1 n 5ec. 0.1 n 
0.ln NH, -acetate NH,-acetate NH,-acetate 
NH, -acetate + 5ee. 0.1 n + 5ee. 0.1 n +10cc. Oln 
tausnate) (NH,)280 NH,Cl NH,Cl 
E. M. PF. E. M. F. BE. M. F. 
(volt) | PH | “(woit) | PH | (ot) 


+0.0430 | 5.39 | +0.0441 | 537 | +0.0430 +0.0436 | 5.38 

30 +0.0432 | 5.38 | +0.0435 | 5.88 | +0.0436 +0.0432 | 5.38 

45 +0.0432 | 5.38 | +0.0425 | 5.38 | +0.0430 + 0.0438 | 5.37 

60 = — | +0.0432 | 5.38] +0.0434 + 0.0433 | 5.88 

90 a = — — | +0.0427 +0.0433 | 5.38 

120 +0.0432 | 5.38 | +0.0428 | 5.39 | +0.0426 + 0.0434 | 5.38 
+ 0.0432 | 5.3 + 0.0428 — = 


TABLE III. 
crates n 10ce. 0.1 n 
-oxalate NH,-oxalate 
O.1n NH,oxalate | 4 10¢¢. on + 5ee. O.1n 
é NH,Cl NH,Cl 
(minute) 
E. M. F. E. M. F. B. M. F. 
(volt) (volt) pH (volt) pH 
15 — 0.0032 + 0.0076 5.99 — 0.0048 6.20 
30 — 0.0009 +0.0082 5.98 — 0.0012 6.13 
45 — 0.0009 = +0.0011 6.10 
60 — 0.0009 +0.0123 5.91 +0.0027 6.07 
90 — 0.0011 + 0.0176 5.82 + 0.0048 6.03 
120 —0.0011 + 0.0208 5.76 + 0.0080 5.99 
150 — 0.0011 + 0.0245 5.70 +0.0107 5.93 


creased nearly ten times in two and half hours, while in ammonium 
salts of organic acid solutions (oxalate or acetate) the electrode 


potentials were nearly constant. Moreover, an addition of oxalate 
or acetate to NH,Cl or (NH,4)2 SO, solutions stabilised its poten- 
tial distinctly (see Table III). 

Biilmann (1927) summarized the salt effect to the quin- 
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hydrone electrode, and explained after Lindstrém-Lang the 
effect of inorganic salts as the change of the hydrogen ion activity 
caused by their salting out effect. 

But this deviation was not greater than 0.05 for pH in one 
normal salt solution, and for all practical purposes we need not 
take this effect into account in a not highly concentrated solution 
as 0.1 normal. 

In order to ascertain this relation, we measured the electrode 
potential of the salt solution under the most unstable condition, 
that is, without any stabilising agent as is shown in Table IV. 


TABLE IV. 
0.1n K,80, 0.1n KCl 0.1n LiCl 0.1n MgCl, 
T 
(minute)| BE. M. F. E.M.F. E.M.F. E.M.F. 
(volt) (volt) | PH | “(yoity’ | PH | (voit) 
15 | —0.0434 +0.0162 | 5.84 | +0.0156| 5.85 | +0.0158 
30 | —0.04'2 +0.0174 | 5.82 | +0.0167 | 5.83 | +0.0160 
45 | —0.0892 +0.0185 | 5.80 | +0.0179 | 5.81 | +0.0165 
60 | —0.0372 +0.0200 | 5.78 | +0.0190| 5.79 | +0.0174 
90 | —0.0344 +0.0213 | 5.75 | +0.0200 | 5.78 | +0.0186 
120 | —0.0320 +0.0217 | 5.75 | +0.0223 | 5.74 | +0.0188 
150 | —0.0293 +0.0238 | 5.71 | +0.0235 | 5.72 | +0.0210 


Here the hydroionogene group is hydroquinone itself, and 
still we see no marked change of pH, that is, smaller than 0.2 in 
most cases. 

Thus it can be seen that the marked change of electrode 
potential, the acidifying inclination in unbuffered ammonium salt 
solutions could not be due to the salting out action and, further, 
that effect is incomparably greater than that of the salting out 
action under such conditions. 


Il. GENERAL CONSIDERATIONS. 


Now we will consider the cause of this discrepancy. 
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In considering the quinhydrone electrode potential we have 
the Nernst formula. 
_Bl K[CegH102H 2] 
2F — [H"]?[CoH402] 
where [CgH4O2] is the concentration of benzoquinone 
[CgH4,02H»,] : the concentration of hydroquinone and 
K : the characteristic constant for quinhydrone. 

We will leave out the activity coefficients of the reacting 
substances, assuming it to be unity in the cases where the total 
concentration of the neutral salts are not over 1/10 normal. 

Another factor of the potential to be taken into consideration is 
the adsorption of organic substances to the boundary layer of the 
platinum electrode. 

One of the present authors (Shikata, 1925) in measuring 
the electrolytic reduction potential of nitrobenzene at the dropping | 
mercury cathode, introduced the adsorption coefficients of organic 
substances in the Nernst formula. 

Now following this idea, we may have for the quinhydrone 
electrode 


toe 


a. 


= er (2) 
[H"]? [CeH.02]™ 


where a is the adsorption coefficient of quinone 
m 


a is the adsorption coefficient of hydroquinone. 
1 


It had been found that m in the case of nitrobenzene in the 
alkaline solution equals 2.2 and in acidic solution 1.26. 

With regard to the quinhydrone electrode, if the neutral 
salts should selectively affect the adsorption of quinone or hydro- 
quinone, its potential would also be influenced, became their 
adsorption coefficients would be changed. 

This is quite plausible also in a small electrolyte concentra- 
tion. But as will be seen in Table I and Table IV, the other 
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neutral salts, except ammonium salt, showed no marked dis- 
crepancy, and we could find no reason why ammonium salt alone 
is specific and is highly adsorptive to the platinum electrode. 

Hence we might leave out the adsorption coefficient in for- 
mula(2) and consider formula(1). In this formula we have three 
factors [H*], [CeH4,O2] and [CeH,02H2] responsible for the elec- 
trode potential a change of the potential to positive should be 
caused by an increase in [H’] and [CyH,0O2], or a decrease in 
[CeH,02He]. 

The change of colour of the electrode solution was suggestive 
of some photochemical action in the quinhydrone and the am- 
monium radical, so the measurements of the electrode potentials 
with an ordinary glass vessel and a brown coloured glass vessel 
were carried out (see Table I. last two columns and Fig. 1 the 
two upper curves). 

It can be seen that no marked difference was observable 
between them and the photochemical influence was not conspicuous, 
if present at all. 

The next possibility to be considered concerning the change 
of colour was the formation of a new compound from quinhydrone 
and the ammonium ion, and if this be true, the increase of the 
hydrogen ion concentration in the electrode solution is quite 
natural, and this reasoning is quite in accord with the inclination 
of electrode potential to become positive. 

We tried to isolate this new substance. 

We kept the saturated quinhydrone solution with an excess 
of ammonium chloride for three days and extracted with ether. 
We obtained a dark violet crystalline substance from the ether 
fraction, after evaporating a larger part of the ether and adding 
petrol ether. This crystalline substance with a metallic luster 
was quite similar in its appearance to quinhydrone, but had a 
higher solubility in water than the latter, and its aqueous solution 
was reddish violet. 

After recrystallizing this crystalline substance (we will call 
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this ‘‘violet substance’’) its melting point was tested. 

While quinhydrone, which was prepared with ferric ammo- 
nium sulphate after Biilmann (1923), sublimed partially at 150°C 
and melted at 172°C the violet substance partly sublimed at 145°C 
and melted at 164-165°C. 

The melting point of the mixture of quinhydrone and the 
violet substance was 164-165°C. 

This suggested some new compound contained in the violet 
substance other than quinhydrone. The aqueous solution of the 
violet substance, when treated with SnCl, and concentrated hydro- 
chlorie acid, discoloured and regained its colour when treated with 
FeCls, neutralized with sodium acetate. 

The nitrogen test with metallic sodium was positive and the 
nitrogen determination with Kjeldahl’s methods showed the 
nitrogen contents to be 0.19%. 

If one molecule of ammonium radical combined with one 
molecule of quinhydrone, the nitrogen content of the new com- 
pound should be 5.96%. We tried to isolate this new substance, 
but it was so similar in its properties with quinhydrone that we 
could not obtain a pure compound. 

From the experiment described above, we were convinced 
that the acidifying effect of ammonium chloride was due to the 
combining of the ammonium radical with quinhydrone, resulting 
in the hydrolysis of NH4,Cl, and setting HCl free. 

The change of the following cell potential followed which is 
given in Table V. 


v & . 
0.1n NH.Cl1 15 ce. inKOl Hge Cle (solid) | 


Pr 0.15 g. quinhydrone (solid) in KCl 


Hg. 


In order to obtain a clear view on the relation of the increase 
of the hydrogen ion concentration and the nitrogen content of the 
violet substance, the following measurements were undertaken. 

3.2712 gm. of quinhydrone were dissolved in 3 litres of 0.1n 
NH,Cl solution (viz. 0.005 mol quinhydrone solution). 

The pH value of this mixture was measured as usual with the 
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TABLE V. 
Ss 
Time E.M.F. 
(volt) 

hr. min. 
0. 80 +0.0947 
1 0 +0.1862 
2 0 + 0.1560 
6 0 +0.1856 
26. 0 +0.2158 
50. 0 +0.2264 
72. 0 + 0.2366 


addition of 0.15 gm. of quinhydrone for every measurement. 

pH at the beginning of the experiment = 5.62 ie. 

[H*} = 2,2x10-6n 

pH after 40 hours = 3.94 ie. [H’] =1,210-4n 

If this increase in the hydrogen ion concentration was only 
due to the combination of the ammonium radical with quin- 
hydrone, the nitrogen contents of quinhydrone after the experi- 
ment should be 0.15%. 

This quinhydrone solution, which had been kept for 40 hours, 


TABLE VI. 


1st experiment. 


Crystalline N-content N-content of 
substance mg. the fraction in % 
Ist fraction ....... 0.3453 3.65 1.06 
2ud ore 0.3398 1.65 0.49 
ard Peet seein 0.2184 0.80 0.37 
Total N 6.10 
2nd experiment. 
ist fraction .... .. 0.3205 3.15 0.98 
2nd gu Weetentoveleys 0.3108 1.65 0.54 
3rd ee powmoteed 0.2034 0.20 0.098 
Total N 5.00 
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was extracted with ether three times, and each ether fraction was 
evaporated to obtain the violet substance. The nitrogen contents 
of the violet substance from each fraction were determined with 
Kjeldahl’s method. 

The results of the measurement are tabulated in Table VI 
lst experiment. We found that the greater part of the nitrogen 
containing substance was extracted after three extractions. In 
other words, the violet substance is more easily extractable than 
quinhydrone itself. 

By calculation, we found that the nitrogen content of the 
treated quinhydrone (total) was 0.183%. 

The second experiment in Table VI was another experiment 
repeated in the same condition as the first one. Here we found 
the nitrogen content 0.15%. 

Comparing the results with the calculated nitrogen content 
(ie. 0.15%) from the potential deviation, we found a tolerably 
good agreement, although only an approximation. 

From those results we may say that the increase of the 
hydrogen ion concentration was caused by the interaction of quin- 
hydrone and the ammonium ion, splitting the acid radical free. 

And this is in a good harmony with the fact that the 
ammonium salts of organic acids showed stable electrode poten- 
tials, thanks to their buffer action. 


III. ELEcTRODE POTENTIALS OF QUINHYDRONE, HYDROQUINHYDRONE, 
AND QUINO-QUINHYDRONE ELECTRODE IN THE 
PRESENCE OF AMMONIUM IONS. 


It was thought to be desirable to determine which of the two 
components of quinhydrone, i.e. quinone or hydroquinone was 
responsible for the interaction. 

Excess of quinone was added to the ammonium chloride solu- 
tion for several days; the colour of the solution became purple, 
while with hydroquinone no conspicuous colour reaction was 
observed under the same condition. 
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This relation is observable with the electrode potential mea- 
surements as shown by Table VII and Table VIII and also in 
Fig. 2. 


TABLE VII. 
15 ec. 0.1 n NH,C1+0.15 gm. 15 ec. 0.1 n NH,O1+0.15 gm. 
quinhydrone+1 gm. hydro- quinhydrone+2 gm. hydro- 
Tv quinone AN quinone 
(minute) E. M. F. as Candis) E. M. F. _ 
(volt) P (volt) Pp 
15 —0.0156 02 aee|| 15 — 0.0065 4.77 
30 —0.0098 4.82 40 +0.0010 4.64 
45 — 0.0050 4.74 75 +0.0074 4.53 
60 — 0.0005 4.67 180 +0.0275 4.19 
90 + 0.0066 4.55 
120 +0.0120 4.46 
150 +0.0157 4.39 
TABLE VIII. 
15 ce. 0.1n NH,Cl1+0.15 gm. 
i. quinhydrone + quinone (excess) 
(minute) nh] 
E. M. F. 
(volt) pH 
15 = — 
25 +0.1484 4.70 
30 + 0.1528 4.71 
45 +0.1629 4.54 
60 +0.1688 4.45 
90 + 0.1765 4.31 
120 +0.1806 4,24 
150 + 0.1851 4.17 


We found of the three electrodes, quinhydrone (Table I) 
hydroquinhydrone and quinoquinhydrone, the hydroquinone was 
relatively stable and the quinhydrone was most unstabble. 

We cannot conclude from these results only that quinhydrone 
reacts best to the ammonium ion, but it is quite probably so. 
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30 60 90 120 150 Minute 


At least, we may say that if we want to avoid the effect of 
the ammonium ion as far as possible, hydro-quinhydrone is more 
suitable than the other. 


IV. EXAMINATION ON THE REDUCTION POTENTIAL 
OF VIOLET SUBSTANCE. 


Although we could not isolate a new compound from the violet 
substance, it was desirable to compare the reduction potentials of 
pure quinhydrone and the violet substance containing nitrogen. 

The violet substance had been prepared in the same manner 
as described above and recrystallized with acetone. 

The oxidation-reduction potential was measured in Me 
Ilvaine’s standard solution (pH=3.00) (0.2 M Nae H PO, 4,11 ee. 
+0.1M eitric acid 15,89 ec.) as shown in Table IX. 

As is seen in the table, the violet substance showed a slightly 
negative potential. In other words, it was as if the concentra- 
tion of the quinhydrone component was smaller. 

Still this small difference is quite incomparable with that of 
the potential deviation caused by the ammonium salts, and we are 
now quite certain, that the acidifying effect of the ammonium salt 
was really due to the liberation of the free acid. 
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TABLE IX. 
MelIlvaine’s standard solution: pH=3.00 


Quinhydrone electrode Violet substance electrode 


(minute) 

went pH went pH 
15 +0.1838 3.00 + 0.1792 3.08 
30 + 0.18388 3.00 + 0.1788 3.09 
45 — _ +0.1776 Bsotial 
60 + 0.1838 3.00 +0.1776 8.11 
90 + 0.1830 3.02 +0.1776 3.11 

120 + 0.1826 3.02 = _ 


150 + 0.1760 


As has been described the violet substance contains about 
0.19% of nitrogen. If we assume one molecule of quinhydrone 
combines with one ammonium radical, the combined quinhydrone 
is calculated to be about 6.0% of the total quinhydrone, so that 
the change of [CgH,O2] can not affect the electrode potential over 
a few milliovolts. 


It has been shown by the present authors (Shikata and 
Tachi, 1927; Shikata and Shoji, 1927) that a small quantity 
of a reducible substance can be detected by the dropping mercury 
cathode and the polarograph (Shikata and Tachi, 1927). 

We have taken the polarogram of pure quinhydrone and the 
violet substance as is shown in Fig. 3 and Table XI. 

This method, so far as quinhydrone is concerned, cannot be 
said to bé suitable, because quinhydrone or quinone reacts with 
mereury and gives no stable potential. 

The anode potential (anode correction m7 in Table X) was 
very changeable during the electrolysis, 20 to 60 millivolts becom- 
ing negative after the electrolysis. 

Still if we avoid keeping the quinhydrone solution in contact 
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with mercury and pour it just before the electrolysis, the mea- 
surement is sufficient to give a general idea. 

Now if the violet substance, or newly formed compound con- 
tained in that substance, should have quite a different reduction 
potential, some new wave other than that of the quinhydrone, 
should be found in the polarogram. 

It can be seen in Fig. 3, that two compounds showed about 
the same type of the curves, same in the heights of the saturation 
curves, although the violet substance had a little more negative 
reduction potential than the pure quinhydrone. So we may say 
that the new compound has probably a similar reduction poten- 
tial to that of quinhydrone. 


V. Conclusion. 


In conclusion, we may say that the acidifying effect of 
ammonium salts (sulphate and chloride) is ascribed to the inter- 
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action of quinhydrone with the ammonium radical, setting the 
acid free. The resulting product of the interaction was not 
isolated and it was impossible to determine whether it was a 
chemical compound or an adsorption compound. 

The same reaction took place between quinhydrone and the 
ammonium salts of organic acids because the same change of 
colour as in the cases of sulphate and chloride was observed with 
those salts. However, in this case the change of potential was 
hardly recognizable owing to the buffer action of those salts. 

In practice in the determination of pH with a quinhydrone 
electrode, the presence of the ammonium ion must be avoided as 
far as possible, and in an inevitable case the earlier reading after 
a definite time, say 15 or 30 minutes, must be taken because the 
reaction velocity is not so high, or it would be better to apply the 
hydro-quinhydrone electrode instead of quinhydrone. 


VI. SumMarY. 


1. The infiuence of the ammonium ion on the quinhydrone 
electrode was found. 

2. This acidifying influence proved to be the interaction of 
quinhydrone with the ammonium radical resulting in the libera- 
tion of free acids. 

3. Although the new compound, which was formed of quin- 
hydrone and the ammonium radical was not isolated, the evidence 
of the formation of such a compound was discussed from several 
standpoints. 

4, A method to avoid the effect of ammonium ions was also 
proposed. 
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DIE pH-ABHANGIGKEIT DER GLYCERO- 
PHOSPHATASE. 


Von 
KENTARO INOUYE. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut zu Chiba. 
Direktor: Prof. 8S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 30. August 1928). 


Die Angabe von Kobayashi iiber die Glycerophosphatase 
aus Aspergillus oryzae (1927) ist interessant, weil dieses Ferment 
in gereinigtem Zustande das Wirkungsoptimum in weit mehr 
saurer Reaktion als in noch nicht gereinigtem Zustande zeigt. 
Bei der Reinigung durch die Adsorptionsmethode wurde das Fer- 
ment von einer Substanz, der X-Substanz, befreit. Die Darstel- 
lungsmethode dieser Substanz wurde auch dabei mitgeteilt. Der 
Zusatz dieser Substanz brachte das pH- Optimum des gereinigten 
- Ferments wieder zu der Aciditit, in der das noch nicht gereinigte 
Ferment die maximale Wirkung ausiibt. Ob diese bemerkens- 
-werte Erscheinung im allgemeinen bei anderen Fermenten noch 
eine Analogie finden wird, bleibt noch dahingstellt, aber sie zeigt, 
dass die Angaben iiber die optimale Aciditat der verschiedenen 
Fermente zum Teile noch verindert werden diirften. 

Ich habe voriges Jahr iiber die Wirkung der Chemikalien auf 
die Glycerophosphatase berichtet. Die Untersuchungen wurden in 
weitem Umfange auf das gereinigte Ferment erstreckt und ergaben, 
dass einige Anionen in besonderer Art das Ferment beeinflussen 
kénnen. Nihere Angaben werden bis zu der niichsten Mitteilung 
vorbehalten, hier seien nur die pH-Abhingigkeit der Glycero- 
phosphatase mitgeteilt, da es mir bei der Reinigung des Ferments 
gelang, die vollstiindige Befreiung der X-Substanz zu verwirklichen 
und ich den Einfluss dieser Substanz auf die pH-Abhingigkeit der 
Glycerophosphatase gepriift habe. 


133 


134 K. Inouye: 


Die unbehandelte Takaglycerophosphatase wirkt optimal bei 
pH 5.6, wie es wiederholt von uns bestitigt wurde. Ich konnte 
nun finden, dass die Reinigung durch die Kaolinadsorptions- 
methode das Optimum zu pH 2.7-3.0 verschob. Nach der Angabe 
von Kobayashi war das Optimum nach der Reinigung durch 
Tonerdebehandlung in pH 3-4 und nach der Kaolinadsorption 
bald in pH 3.65, bald in pH 4.44 vorhanden. Er hat aber dabei 
angedeutet, dass das Ferment noch nicht genug von einem Paraly- 
sator, der X-Substanz, befreit war, und das pH-Optimum noch 
mehr nach der sauren Reaktion hin verschoben werden kénne, 
wenn das Ferment weiter gereinigt wiirde. Dies wurde nun ver- 
wirklicht. Nach unserer jetzigen Erfahrung hangt die gute Ab- 
trennung der X Substanz bei der Kaolinadsorptionsmethode von 
der Beschaffenheit des Adsorbens ab. Das frisch gereinigte 
Kaolin ergab meistens ein schénes Resultat, aber als das Adsorbens 
lange der Laboratoriumluft ausgesetzt wurde, war die Reinigung 
unvollstandig. 

Die pH-Aktivitaétskurve des gereinigten Ferments ist von 
eigentiimlicher Natur. Sie erreicht ihren Gipfelpunkt bei pH 2.7— 
3.0. Der an der alkalischen Seite des Optimums liegende Schenkel 
zeigt einen typischen Verlauf, wie die Kurve des Kationdissozia- 
tions- oder Aniondissoziationsrestgrads. pK ist 4.8. Dieser Teil 
der pH-Aktivitatskurve ist spezifisch, wie es spiter beschrieben 
wird, und es wird angenommen, dass er mit der elektrochemischen 
Natur des betreffenden Ferments in innigem Zusammenhang steht. 
Der andere Teil der Kurve, der an der sauren Seite des Optimums 
liegt, neigt sich in einem ziemlich steilen Winkel gegen die Abszisse. 
Uber diese Abweichung von der theoretischen Erforderung kann 
nichts Bestimmtes gesagt wurden, aber die Inaktivierung des 
Ferments selbst durch die hohe Aciditit mag daran teilgehabt 
haben. Jedenfalls lisst die Form der ganzen Kurve an die 
Dissoziationsrestkurve eines Ampholyten denken. Das undis- 
sozierte Fermentmolekiil ist aktiv. 

Die Wirkung der X-Substanz lisst die Lage der Kurve, die 
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den rechten Teil der pH-Aktivititskurve des gereinigten Ferments 
darstellt und einen typischen Verlauf der Dissoziationskurve von 
pK 4.8 zeigt, unberiihrt, aber die Lage des linken Schenkels kann 
durch die Anwesenheit der X-Substanz verandert werden. Der 
linke Schenkel der pH-Aktivitatskurve stellt sich wie eine Dis- 
soziationsrestkurve einer Base dar. In je héherem Grade sich die 
Menge der vorhandenen X-Substanz vermehrt, desto stiirker wird 
die Lage dieser Basendissoziationsrestkurve nach der weniger 
sauren Seite hin verschoben. Die Dissoziationskonstante als Base 
wird namlich vergréssert. Da die Optimen aber durch die Kreu- 
zung der beiden Kurven bedingt werden und die eine Kurve ihre 
spezifische Lage (pK=4.8) beibehalt, wird die Lage des Optimums 
um so weniger zur sauren Seite verschoben, je mehr X-Substanz 
vorhanden ist und gleichzeitig erreicht die absolute Fermentak- 
tivitat bei jedem neuen Optimum einen entsprechend verminderten 
Betrag. Darum wirkt das Ferment bei alkalischer Reaktion prak- 
tisch nicht mehr. Man kann nun die optimale Aciditaét dieses 
Ferments beliebig verindern. 

Man definiert vorlaufig als die relative Einheit der X-Substanz 
diejenige Menge, welche das Optimum des gereinigten Ferments 
von pH 3 wieder auf pH 5.6 zuriickbringt. 14, 1%, und 1 Einheit 
der X-Substanz verursachen die Verschiebung des Optimums zu 
pH 4.5, 5.0 resp. 5.5. Fermentsaktivitat ist in den Optimen 
entsprechend ungefihr 60, 30 resp. 20% des gereinigten Ferments 
bei pH 3. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


Als Glycerophosphatase diente Takadiastase. Befreiung von 
X-Substanz wurde nach Kobayashis Angabe wie folgt ausgefiihrt. 
10 ¢ Takadiastase wurden in dem Gemisch von 50 eem M/2 Acetat 
Puffer (Essigsiiure 7.2 cem, Natr. Acetat 42.8cem) und 200 cem 
Wasser gelist, und nach dem Zusatz mit 50g Kaolin wurde die 
Lisung auf der Maschine 1 Stunde geschiittelt. Kaolin wurde 
dann abzentrifugiert und, nachdem es 2 Mal mit 250 cem Wasser, 
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das 50cem des oben erwa&hnten Puffers enthielt, gewaschen war, 
mit dem Gemisch von 50cem M/2 Acetat Puffer (Essigsdure 
17.4 cem-+Natr. acetat 32.6cem) und 200cem 2%iger Natr. Gly- 
cerophosphat (Kahlbaum) versetzt und unter bisweiligem Schiit- 
teln 3 Stunden in einem Wasserbad von 37°C angestellt. Die 
Elution des Ferments war nun vollstindig. Die von dem Kaolin 
abfiltrierte Lésung wurde im Kollodiumasack 2 Tage gegen destil- 
liertes Wasser dialysiert und auf 500 cem mit Wasser nachgefiillt. 
Der Fermentgehalt entspricht also 2%iger Liésung des Roh- 
materials. 

Die Darstellung der Lésung von X-Substanz wurde nach 
Kobayashi ausgefiihrt. 10g Takadiastase wurden in 500 ccm 
Wasser gelést und auf dem kochenden Wasserbad 1 Stunde erhitzt. 
Die von dem koagulierten Hiweiss abfiltrierte Lésung wurde dann 
mit 10%iger Bleiacetatlésung versetzt, bis kein Niederschlag mehr 
entstand. Der Niederschlag wurde scharf abgesaugt und in 
200 cem Wasser suspendiert und mit H2S entbleit. Das erworbene 
Filtrat wurde mit CO. durchleitet und auf 250cem verdiinnt. 
Da das Ferment und die X-Substanz in dem Rohmaterial defini- 
tionsgemass in fquivalenter Menge vorhanden sind, besitzt die 
erhaltene Losung der X-Substanz die doppelte Konzentration der 
hergestellten Fermentlisung, wenn etwaige Verluste wihrend der 
Herstellung vernachlissigt werden. 

Substrat war Natr. Glycerophosphat von Kahlbaum. 

Der Fermentversuch wurde bei 37° im Wasserbad fortgefiihrt, 
und die abgespaltete anorganische Phosphorsiure wurde nach 
Briggs colorimetrisch bestimmt. 10 cem der Versuchslésung wur- 
den mit 2 cem 20% iger Trichloressigsiure versetzt, und der aliquote 
Teil davon diente zur P-Bestimmung. In den Protokollen ist der 
Gehalt des anorganischen Phosphors in’ 0.833 cem der Versuchs- 
lésung in mg angegeben. 

Als Pufferlésung wurde hauptsichlich M/2 Essigsiiure und 
Natr. Acetat gebraucht. Hine Aciditat, die mit diesem Puffer- 
gemisch nicht regulieren kann, wurde mit dem Gemisch von Gly- 
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kokoll und Salzsiure hergestellt. pH wurde gleich nach Anstel- 
lung des Versuchs elektrisch ermittelt. 


Versuch 1. 


Das Verhalten des gereinigten Ferments gegen die Wasser- 
stoffzahl wurde zuerst untersucht. Die Versuchslésung bestand 
aus 


0.5 % Glycerophosphat ........ 25 cem 
PGriNeCNTLOSNNG — a... «oss g.s.6 aes 10 ecem 
| S01 au ees ee aad agp ores 10 ecem 
Wasser ...... Service me aR Wie os dcem 


Das Resultat wird in Tabellle I und Figur 1 angegeben. 


TABELLE I. 


Relative 
| Aktivitat 


0,0000 0,0000 0,0000 


1,96 0,0025 0,0042 0,0053 6 
2,17 0,0160 0,0313 0,0550 61 
2,44 0,0200 - 0,0390 0,0700 79 
2,68 0,0263 0,0480 0,0840 100 
3,74 0,0240 0,0450 0,0800 91 
4,08 0,0221 0,0425 0,0780 86 
4,31 0,0180 0,0340 0,0620 69 
4,75 0,0148 © 0,0253 0,0460 50 
5,17 0,0102 0,0190 0,0343 35 
5,51 0,0061 0,0117 0,0240 23 
6,01 0,0031 0,0060 0,0120 11 


0,000 0,0000 0,0000 


Das Ferment wirkt nun bei pH 2.68 optimal. Es ist sehr 
bemerkenswert, dass die Glycerophosphatase nach der Reinigung 
solech einen Sprung der optimalen Aciditiit, wie von pH 5.6 zu 
pH 3.0 erfahren hat. Man kann die Fermentwirkung bei pH 2.68 
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als 100% setzen und die relative Aktivitéit bei anderer Aciditat 
aus der Figur 1 nach der Regel berechnen, dass die Zeit bis zum 
bestimmten Hydrolysengrad umgekehrt proportional zu der 
Aktivitaét ist. Die erhaltene Zahl wurde in der Tabelle I hinzu- 
gefiigt. pH-Aktivitaitskurve, Fig. 2, wird damit erhalten. Uber 
diese Kurve wurde schon oben diskutiert. Dieses Ergebnis wurde 
schon friiher von Kobayashi vermutet und ist jetzt verwirklicht 
worden. 


100 


—— Relative Aktivitit in % 
3 
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Versuch 2. 


In den folgenden Versuchen habe ich den Hinfluss der X- 
Substanz auf diese pH-Aktivitiétskurve untersucht. Da diese 
Substanz die Fermentwirkung in mehr saurer Reaktion hemmt, 
wurde die Konzentration des Substrats erhoht, um den Hydro- 
lysengrad genauer miteinander zu vergleichen. Ich habe in dem 
vorliegenden Versuch zuerst als Kontrolle mit der neu hergestellten 
Fermentlésung ohne Zusatz mit der X-Substanz ihre Aktivitat 
gepriift. 


Die Versuchslisung bestand aus 


2% Natr. glycerophosphat...... 25 com 
Permenthosung > a. c6 2k wees © 10 eem 
AP TNTE ENG wie Salata cniay o .Suaheuhd Aumiobareieus 10 ecm 
VV ASCP aioe as. uh Shele Batersaris 6 = 5 cem 


Das Resultat ist in Tabelle II und Figur 3 zu sehen. 


Fig. 3. 
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TABELLE II. 


Relative 

1 Std. Aktivitit 
0.0770 = 100 
0.0214 0.0416 24 


Versuch 3. 


In diesem Versuche wurde die Fermentlésung mit der als 
Aquivalent angenommenen Menge von der X-Substanz gemischt. 
Versuchsanordnung ist wie folgt. 


2% Natr. Glycerophosphat .... 25 cem 
Fermentlogung =. 7.0207 10 cem 
Pufler 5 ies ws sercanat eee ame 10 eem 
Lésung der X-Substanz ........ 5 cem 


Relative 
pH Aktivitat 
0.0010 0.0060 3 
0.0115 0.0215 11 
0.0175 0.0335 18 
0.0200 0.0365 20 
0.0155 0.0315 16 
Fig. 4. 


Nullst ost Ast 2st 


Zeit ———> 
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Das Resultat sieht man in Tabelle 3 und Fig. 4. Das 
urspriinglich vorhandene anorganische Phosphor in der zugesetzten 
X-Substanz wurde in diesem und folgenden Protokollen schon 
abgezogen angegeben. 

Der Einfluss der X-Substanz ist auffallend. In pH 5.54 wirkt 
das Ferment in fast gleichem Betrag, wie in pH 5.59 bei dem 
Versuch 2 ohne Zusatz, aber die Erhéhung der Aciditaét des 
Mediums setzt nun die Aktivitét stark herab. Wie erwartet, 
verhalt sich das gereinigte Ferment nach der Vermischung mit 
der aquivalenten X-Substanz wie die unbehandelte Fermentlésung. 


Versuch 4. 


Die Konzentration der X-Substanz wurde weiter zur Hialfte 
vermindert. Die Versuchslésung war wie beim vorigem Versuch 
zusammengesetzt. Tabelle IV und Figur 5 gibt das Resultat an. 


TABELLE IV. 


Anorganisches Phosphor in mg. 


Relative 

Aktivitiit 
0.0111 0.0215 12 
0.0125 0.0240 14 
0.0250 0.0460 26 
0.0320 0.0605 34 
0.0290 0.0585 31 
0.0220 0.0430 . 24 


Versuch 5. 
Die Liésung der X-Substanz wurde auf das 4 fache mit Wasser 
verdiinnt und 5ceem davon wurden zur Fermentlisung versetzt. 


Versuchsanordnung wie friiher. 
Das Resultat veranschaulicht Tabelle V und Figur 6. 
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3.15 0.0135 0.0283 0.0548 30 
3.99 0.0211 0.0398 0.0708 42 
4.66 0.0260 0.0485 0.0825 ot 
5.46 0.0114 0.0232 0.0432 24 
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Wollen wir die Werte in dem Koordinatensystem zeichnen, 
die relative Aktivitét auf der Ordinate und pH auf der Abszisse 
nehmend (Fig. 7). 
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Die Aktivitét des Ferments ohne X-Substanz bei pH 315 
wurde als 100% angenommen. Die daraus ausgerechnete relative 
Aktivitat bei variierender Aciditiit ohne und mit X-Substanzzusatz 
in verschiedenen Konzentrationen ist in jeder Tabelle in der letzten 
Spalte zu sehen. 


Fig. 7. 


©----- chne X-Substanz 
Sopeetees mit 1 Einheit X-Subst. 


Relative Aktivitait in 9% ——~> 


ph: 


Die Punkte bei dem Ferment ohne X-Substanz fallen selbst- 
verstandlich auf die Dissoziationsrestkurve A von pK 4.8. Die 
anderen, jedem Versuch angehorenden Punkte stellen die B, C 
und D Kurve dar. Der Verlauf der Kurven ist typisch. Jeder 
rechte Schenkel ist mit der A-Kurve iiberdeckt. Die linken 
Schenkel sind die Teile der sich parallel verlaufenden Kurven, 
welche sich ja gegen A-Kurve im umgekehrten Sinne, wie Dis- 
soziationsrestkurve der Basen, verlaufen und durch die Erhéhung 
der Konzentration der X-Substanz nach der weniger sauren Seite 
hin verschoben, werden. Die Lage der rechten Schenkel bleibt aber 
unverandert. 
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Versuch 6. 


Wie erwiahnt, enthielt die X-Substanzlésung eine bedeutende 
Menge von anorganischem Phophor. Ihr Gehalt war 0.6mg in 
leem. Es musste also untersucht werden, ob die eigentiimliche 
Wirkung der X-Substanz mit diesem Phosphat irgend etwas zu 
tun habe. In dem folgenden Versuch wurde die Konzentration 
des zuzusetzenden Phosphats so gewahlt, wie die darin vorhandene 
Phosphormenge 0.6 mg pro 1cem betrug. 


2% Natr. Glycerophosphat ..... 25 com 
M/2 Essigsaure-Acctat Puffer .. 10 ecm 
Kaliumphosphat (0.6mg Pinleem) 5ccem 
Gereinigtes Ferment .......... 10 cem 
TABELLE VI. 
pH % Std. 1 Std. 2 Std. 
3.88 0.0255 0.0485 0.0800 
4.16 0.0215 0.0395 0.0770 
4.30 0.0200 0.0370 0.0715 
5.71 0.0110 0.0195 0.0365 


Die Kontrolle ohne Zusatz mit Kaliumphosphat ergab die 
folgende Zahl. . 


TABELLE VII. 


cae % Std. 1 Std. 2 Std. 


2.71 0.0186 0.0358 0.0720 
3.15 0.0290 0.0540 0.0850 
3.84 0.0260 0.0450 0.0821 
5.59 0.0120 0.0218 0.0425 
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Die in diesem Versuch gebrauchte Fermentlésung war nicht 
ganz frei von der X-Substanz, wie der Kontrollversuch zeigte. 
Aber man kann wohl sehen, dass das Phosphat in der Menge, wie 
in der X-Substanzlésung enthalten, auf die Fermentaktivitat ohne 
Hinfluss geblieben war. 
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DIE KATAPHORESE DER GLYZEROPHOSPHATASE. 
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HIDEO KOBAYASHI. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 


zu Chiba. Director: Prof. 8S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 6. September 1928.) 


Das Verhalten des Ferments im elektrischen Feld wurde schon 
friiher von einigen Autoren untersucht. Aber das Experiment 
unter Beriicksichtigung der Aciditét der Losung wurde zuerst 
von Michaelis unternommen. Dieser (1909, 1910, 1911) be- 
stimmte die elektrische Ladung der Fermentteilchen durch den 
Uberfiihrungsversuch. Hefeinvertin wanderte rein anodisch auch 
in stark sauerer Losung, dagegen war die Malzamylase positiv 
in sauerer Reaktion und negativ in alkalischer Reaktion geladen. 
Trypsin erlitt die Anderung im Sinne der Wanderung bei h 1.35 
10-4. Pepsin wanderte im Bereich von h 9.9X10~-3 bis 1.241073 
nach Anoden und Kathoden und sollte von amphoterischer Natur 
sein. 

Pekelharing und Ringer (1911) haben den Versuch mit 
auf verschiedenen Wegen dargestellten Pepsinpraparaten wieder- 
holt und dabei die Wanderung des Ferments zur Anode auch in 
starker Aciditaét beobachtet. Sie fiihrten darum die kathodische 
Wanderung des Pepsins in sauerer Reaktion von Michaelis 
(1910) auf die beigemengten Albumosen und Peptone zuriick. 
Dieses Resultat stimmt mit der Angabe von Northrop (1922) 
iiberein, der das Verhalten des Pepsins bei Membrangleichgewicht 
untersuchte und den Schluss zog, dass das Pepsin vielleicht ein 
einwertiges Anion ist. 

Der Befund von Pekelharing zeigt, dass die elektrische 
Uberfiihrung des Fermentteilchens durch andere Substanz in der 
Loésung beeinflusst wird. 

In der vorigen Mitteilung (1927) habe ich den Wirkungs- 
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mechanismus der Glycerophosphatase aus Aspergillus oryzae 
angegeben. Dieses Ferment hat die optimale Aciditaét bei pH 5.56. 
Aber wenn es nach der Adsorptionsmethode gereinigt wird, ver- 
schiebt sich das Optimum zu pH 4.2 oder sogar zu noch weit 
sauerer Reaktion. Das scheinbare Optimum des unreinen Fer- 
ments wird durch Vorhandensein der sogenannten X-Substanz 
verursacht, deren Higenschaften auch da diskutiert wurden. Da 
die Wirkung der Glycerophosphatase mit der elektrochemischen 
Natur des Substrats nichts zu tun hat, muss die oben erwahnte 
Beeinflussung der X-Substanz auf das Ferment gezogen werden. 
Wenn dies der Fall ist, ist es interessant zu untersuchen, welch 
elektrisches Verhalten die Glycerophosphatase einnimmt einmal 
mit und einmal ohne diese X-Substanz. 

Kin Kataphoresenapparat wurde zu dem Zweck von neuem 
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eingerichtet. Er ist im Prinzip derselbe wie die Apparate von 
Landsteiner-Pauli (1908) und Szent-Gyérgyi (1923). 
Die Konstruktion des Apparats wird in der Abbildung veranschau- 
licht. 

In der Mitte des Armes von dem Y-férmigen Teile liegt 
beiderseits je ein kraftiger Glashahn. Der Lumen dieser Hahne 
hat dasselbe Kaliber wie der iibrige Teil des Gefasses und dient 
zur Aufnahme des durch den Strom iiberfiihrten Ferments. In 
der Stellung A ist das ganze Mittelgefiiss durchgingig. Wenn 
die Hahne zu der Stellung B gedreht werden, ist ihr Lumeninhalt 
ganz abgesperrt, und wenn sie noch weiter bis zu C verstellt 
werden, kann der Inhalt durch den Fortsatz (H, I) herausgegossen 
werden. Die Hahne zu der Stellung wie C eingestellt, und das 
ganze Apparat umgekehrt, dann die Versuchslésung von G gefiillt. 
Die untere Halfte des Y-férmigen Teils wird also ganz gefiillt 
und das Gummirohr an G wird mit dem Metallhahn fest gedriickt. 
Der Apparat wird nun in der richtigen Stellung, wie in der Abbil- 
dung, auf einem Stativ senkrecht und fest fixiert. Die Lumen 
der beiderseitigen Hiahne werden, mit dem Daumen den unteren 
Fortsatz schliessend, mit der Seitenfliissigkeit gefiillt, und die 
Hahne werden zur Stellung wie B gedreht. Nun wird die Seiten- 
fliissigkeit von E und F gefiillt, und mittels des Hahnes D wird 
das Niveau ausgeglichen. Elektroden sind aus Kupferkupfersulfat 
und werden mit dem Uberfiihrungsgefiiss bei E’ und F’ mittels 
der Kaliumehlorid-Agar Briicke, nach der Angabe von Michaelis, 
verbunden. Hahn D wird dann geschlossen. Die beiderseitigen 
Hahne werden nun zur Stellung A gedreht, und die Vorbereitungen 
zum Versuche sind fertig. Der Stromkreis wird dann geschlossen. 
Die elektrische Spannung ist 100-110 Volt. Stromstarke ist 
0.001-0.006 Ampére. Nach vollendeter Stromdurchleitung werden 
die Hahne A und B zur Stellung wie C gedreht, und die heraus- 
stromende Lésung wird zur Ermittelung des Fermentgehalts 
untersucht. 2eem der Lésung wird mit dem Gemisch von 25 cem 
2% Natrium Glycerophosphat, 10 cem M/2 Acetatpuffer und 13 cem 
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Wasser versetzt und in den Brutschrank von 37° gestellt. pH der 
Versuchslésung war 5.5-5.6. Nach 24-96 Stunden, wie bei der 
Anmerkung der Protokollen angegeben, werden 10 ccm der Ver- 
suchslésung herauspipettiert und das anorganische Phosphat wird 
mit Uranloésung titriert. 1cem dieser Uranlosung entspricht 
0.0052 ¢ P.O;. Als Glycerophosphatase wurde Takadiastase 
gebraucht. Gereinigte Fermentlésung wurde nach dem Kaolin- 
oder Tonerdeverfahren dargestellt. 

Die X-Substanzlésung wurde aus der inaktivierten Rohfer- 
mentlésung nach der Bleiacetatmethode erhalten. Genaue Angabe. 
ist in der vorigen Mitteilung zu finden. 

Die Aciditét der Fermentlésung, mit der der Uberfiihrungs- 
apparat gefillt wurde, wurde durch Zusatz von KEssigsdure- 
Acetatgemisch oder Salzsdure-Glykokollpuffer verdndert. Zu 
20 cem der oben erwahnten Fermentlosung kamen 4 ecm des Puffers. 
0.5 g Rohrzucker wurden ausserdem darin gelost, um das spezifische 
Gewicht der Losung etwas zu erhohen. Die Seitenfliissigkeit war 
von gleicher H-Ionenkonzentration aus demselben Puffer, namlich 
die 5fach verdiinnte Pufferlodsung. Das Mischungsverhaltnis 
musste ein wenig durch die puffernde Wirkung der Fermentlésung 
varliert werden. 


EXPERIMENT I. 


Zuerst wurde Kataphorese mit Rohferment (Takadiastase) 
ausgefiihrt. Konzentration war 1%. Die Loésung enthalt Gly- 
cerophosphatase, aber diese ist noch mit X-Substanz verunreinigt. 
In diesem Zustand ist das Optimum des Ferments bei pH 5.56. 
Das Verhalten dieses Rohferments im elektrischen Feld ist wie 
folgt : 
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Dauer der Stram- 
leitung 


nach 
96 Stunden 


3.37 cem 
0.0 
0.0 


99 


” 


Das Ferment wandert an der alkalischen Seite der optimalen 
Aciditaét anodisch, aber wenn diese Aciditat iiberschritten, und die 
Lésung noch angesiuert wird, andert sich der Wanderungssinn 
zur Kathode. 


EXPERIMENT II. 


In der vorigen Mitteilung wurde angegeben, dass das Roh- 
ferment von der X-Substanz befreit werden kann, wenn es bei 
pH 7.0 mit Tonerde behandelt wird. Fermentlésung (1) wurde 
wie friiher aus 1 g Praparat dargestellt und auf 100 cem verdiinnt. 
Fermentlosung (2) wurde nach der Tonerdebehandlung gegen 
destilliertes Wasser 2 Tage dialysiert und dann auf 200 ccm ver- 
diinnt. Diese X-Substanzfreien Fermentlisungen haben Optimum 
bei pH 3-4. Der Uberfiihrungsversuch mit diesen Ferment- 
lésungen ist wie folgt: 


Versuch mit Fermentlésung (1). 


Uberfiihrungsrichtun 
Dauer der Strom- ns laa pacha de) 


Anmerkung 
leitung 5 


Anode Kathode 


nach 
24 Stunden 


3.00 eem 
3.00 
2.60 


4 Stunden 


” 


” 
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Versuch mit Fermentlésung (2). 


Uberfihrungsrichtung 
pause < Strom- pH Anmerkung 
—. Anode Kothode 
nach 
5 Stunden 3.85 1.90 com 0.0 ccm 24 Stunden 
5 ” 5.45 2.00 ” 0.0 ” ” ” 
eee | 6.50 | 1.60 ,, 0.0 ,, 7s 


In der ganzen Strecke von pH 3.8 bis 6.7 wandert das Ferment 
zur Anode. 


EXPERIMENT IIT. 


X-Substanzfreie Fermentlésung kann am bequemsten mittels 
Kaolinadsorption und darauffolgender Elution durch Substrat 
gewonnen werden. Solche Lésung wurde wie friiher aus 1.0¢ 
Praparat dargestellt und auf 100 cem verdiinnt. 

Das Ergebnis mit dieser Fermentlésung ist dasselbe wie das 
im Experiment II. 


as oe . t 
Dauer der Strom- H , Whertalrun serienieees oe k 

leitung p : nmerkung 

Anode Kathode 
nach 

5 Stunden 3.98 0.80 cem 0.0 cem 24 Stunden 

3% os, 5.50 2.10 ,, 0.0 ,, Poyan 

4 55 6.68 LAQ) 5, 0.0 ,, ” ” 

4 5 3.00 125055 0.0 


” ”? ” 


EXPERIMENT IV. 


Tonerdeadsorptionsrestlésung aus 2 g Material wie im Experi- 
ment II wurde auf pH 4.0 angesduert und mit Kaolin geschiittelt, 
bei pH 5-6 durch Glycerophosphat eluiert, 2 Tage gegen destil- 
liertes Wasser dialysiert und auf 200cem verdiinnt. Mit dieser 


Lésung wurde die anodische Wanderung des Ferments wieder 
nachgewiesen. 


Die Kataphorese der Glyzerophosphatase. 153 


Sree ci Uberfiihrungsrichtung 


leitung Dae Anode Kathode a eee 
nach 

5 Stunden 3.84 1.00 cem 0.0 cem 96 Stunden 

5 a 5.40 0.90 ,, 0.0 ,, 96 e 

Sia; 6.50 1.80 ,, 0.0 ,, 24 


EXPERIMENT V. 


Wie in der vorigen Mitteilung beschrieben, wirkt die X- 
Substanz auf das Ferment und zwar schiebt seine optimale Aciditat 
von pH 3-4 zu 5.6. Diese Substanz ist eiweissfrei und geht durch 
eine Kollodiummembran hindurch. Welchen Einfluss sie auf die 
elektrische Ladung des Fermentteilchens ausiibt, wurde darauf 
untersucht. 

In diesem Experiment habe ich zuerst die kathodische 
Wanderung des Ferments bei pH 4 beobachtet. Das Ergebnis 
hatte mich zu der Annahme gefiihrt, dass sich das gereinigte 
Ferment im elektrischen Felde, wenn es mit der X-Substanz 
zusammen vorhanden ist, wie sich das nicht gereinigte Ferment 
verhalt. Es wurde aber nachher durch wiederholte Versuche 
gefunden, dass das Ergebnis von irgendeiner Verunreinigung 
verursacht worden war, und dass das Ferment, wenn es einmal 
gereinigt wird, mit oder nicht mit der X-Substanz gemengt, noch 
immer nach der Anode wandert. 

Bei dem oben erwahnten Verhalten des nicht gereinigten 
Ferments handelt es sich also nicht um die Wirkung der darin 
vorhandenen X-Substanz, sondern um ihren grossen Hiweissgehalt, 
wie ich andererseits beobachten konnte, dass sich das gereinigte 
Ferment nach dem Zusatz von Eiweiss (Eieralbumin) genau wie 
das nicht gereinigte Ferment im elektrischen Felde verhalt. 

Ich bin aber trotzdem der Meinung, dass die Glycerophos- 
phatase in ihrer Natur ein Ampholyt ist, und ihre undissozierten 
Molekiile enzymatisch wirksam sind. 
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Inouye (1928) hat kirzlich die Glycerophosphatase soweit 
gereinigt, dass das pH-Optimum nun in pH 3 vorhanden war. 
Die pH-Aktivititskurve dieses gereinigten Ferments hatte eine 
typische Form und liess an die Dissoziationsrestkurve eines 
Ampholyten denken. Der linke Schenkel, der zu der Kation- 
dissoziationsrestkurve gehort, fiel etwas steil nach der sauren Seite, 
aber der andere Schenkel, der dagegen zu der Aniondissoziations- 
restkurve gehért, war nicht anders als eine Dissoziationsrestkurve 
von pK,—4.8. Durch die X-Substanz wurde die pH-Aktivitats- 
kurve so verdndert, als ob die Lage des linken Schenkels, d. h. 
der Kationdissoziationsrestkurve, nach der weniger sauren Seite 
verschoben wiirde, wahrend die Aniondissoziationsrestkurve ihre 
Lage unverandert beibehielt. Diese letzte Kurve war spezifisch 
fiir die Takaglycerophosphatase. Die X-Substanz wirkte also 
wie die Kationdissoziationskonstante des Fermentampholyten 
vergrossernd. Das habe ich schon in meiner zweiten Mitteilung 
besprochen. 

Der oben erwahnte Kataphoresenversuch ergab aber, dass die 
wirkliche Vergrésserung der Kationdissoziationskonstante durch 
die X-Substanz nicht stattgefunden hat. 

Die Erklarung davon wird wie folgt gegeben. 

Die pH-Aktivititskurve ist die Dissoziationsrestkurve des 
Fermentamphyolyten. Sie wird durch die Grésse der Anion- und 
Kationdissoziationskonstanten des Ferments bedingt. Die Anion- 
dissoziationskonstante ist bestimmt und spezifisch fiir dieses Fer- 
ment. Die Kationdissoziationskonstante selbst wird auch durch 
die X-Substanz nicht verandert. Aber durch die Bindung der 
X-Substanz an die Kation des Fermentampholyten wird die 
Kationdissoziationskurve so verandert, als ob ihre Dissoziations- 
konstante vergrossert wiirde. Daritiber hat sich Michaelis (1920) 
bei der Erwagung der Dissoziation des Ampholyten unter wahrer 
Salzbildung ausgesprochen. Hier in unserem Fall handelt es sich 
um die wahre Salzbildung der basischen Gruppe des Ferments 
mit der X-Substanz, deren wirksamer Anteil hinsichtlich ihrer 
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Darstellungsmethode als elektronegativ geladen angesehen werden 
kann. 

Salzbildung des Ferments mit irgendeinem Kation ist hier 
belanglos. Sie mag stattfinden, aber die Dissoziation des Salzes 
ist vollstandig, und die Dissoziationskonstante des Ferments hat 
damit gar nichts zu tun. 

Die elektrochemische Natur des Ampholyten selbst wird, wie 
Michaelis sagte, bei wahrer Salzbildung nicht veraindert, und in 
diesem Fall ist die Aciditaét des Dissoziationsrestmaximums nicht 
identisch mit dem isoelektrischen Punkt. Die Uberfiihrungs- 
richtung des Ferments wird also durch die X-Substanz nicht 
verandert. 


LITERATUR. 


Inouye, K., (1928); Journ. of Biochem. 10, 51. 

Kobayashi, H., (1927); Journ. of Biochem. 8, 205. 

Landsteiner, u. Paulic., (1908); 25. Kongr. g. inn. Med., Wien, 57, 

Michaelis, L., (1909, i); Biochem. Zeitscher. 16, 81. 

Michaelis, L., (1909, ii); Biochem. Zeitschr. 17, 231. 

Michaelis, L., (1910); Biochem. Zeitschr. 28, 1. 

Michaelis, L., (1911); Biochem. Zeitschr. 30, 481. 

Michaelis, L., (1920); Biochem. Zeitschr. 108, 225. 

Northrop, J. H., (1922); Journ. of general physiol. 4, 635. 

Pekelharing, OC. A. M., u. Ringer, W. E., (1911); Zeitsch. Physiol. 
Chem. 75, 282. 

Szent-Gydrgyi, A. V., (1923); Biochem. Zeitschr. 189, 74. 


y 


“) 


The Journal of Biochemistry, Vol. X, No. 1. 


UBER DIE NIERENGLYCEROPHOSPHATASE. 
Von 


KATSURA ASAKAWA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Director: Prof. 8. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 6. September 1928.) 


Der Abbau der Glycerophosphorséure durch die Phosphatase 
ist von Interesse nicht nur darum, dass das Substrat sich als ein 
Baustein von Lezithin und Kephalin darstellt, sondern auch darum, 
dass das Ferment andere Phosphorsdureester in derselben Weise 
angreifen kann. Es kommt zuerst der Phosphorsdureester der 
Hexose, von dessen Bedeutung bei dem Hexosenabbau und der 
Glykogensynthese vielleicht nichts zu sagen iibrig bleibt. Dass 
die fermentative Spaltung der Hexose- oder Glycerophosphorsaure 
mit dem Ossifikationsprozess in innigem Zusammenhang steht, ist 
doch erwahnenswert. Die vor kurzem mitgeteilte Angabe von 
Kay und seinem Mitarbeiter (1925, 1926) tiber die Phosphatasen- 
wirkung auf das Kasein und seine Abbauprodukte ist von beson- 
derer Bedeutung, weil dieses Eiweiss dem Sdugetiere im ersten 
Lebensjahr als wichtiges Nahrmaterial zur Verfiigung steht. 

Uber die Glycerophosphatase aus Aspergillus oryzae haben 
schon Kobayashi (1927, 1928) und Inouye (1928) eingehende 
Studien ausgefiihrt. Dieses Ferment wirkt optimal bei pH 3, und 
bei Anwesenheit einer dritten Substanz, der X-Substanz, wird das 
Optimum zu pH 5.6 verschoben, der optimalen Aciditaét des un- 
gereinigten Ferments. Die pH-Aktivitétskurve dieses Ferments 
zeigt sich als eine typische Dissoziationsrestkurve von pK 4.8. 
Kobayashi und Inouye haben die Art und Weise des Hinflusses 
der X-Substanz untersucht. 

Ich habe nun die Nierenglycerophosphatase als Gegenstand 
des Experiments gewahlt. Die Fermentlosung wurde zuerst nach 
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Robison (1924) dargestellt. Die friseche Schweinsniere, welche 
direkt aus dem Schlachthaus kam, wurde von dem anhaftenden 
Fettgewebe abprapariert, mit der Maschine zerhackt und mit 
einem Glas im Morser zerstossen. Der Organbrei wurde mit 
Chloroformwasser von 10 fachem Gewicht des Organs 24 Stunden 
in den Hisschrank gestellt und dann filtriert. Die so hergestellte 
Fermentlésung war aktiv, doch stark getriibt und enthielt vor 
allem noch eine reichliche Menge von Eiweiss und Elektrolyte. 
Was bei dem Experiment mit dieser Fermentlosung unangenehm 
war, war ihr recht grosser Gehalt an anorganischem und dem 
mit der Zeit abspaltbaren organisch gebundenen Phosphat. Als 
diese Phosphorsaure durch Dialyse weggeschafft werden sollte, fiel 
eine eiweissartige Substanz aus, die das Ferment mitriss. Der 
Niederschlag hat aber die Wiederloslichkeit eingebiisst, und aus- 
serdem konnte das Ferment daraus unter verschiedenen Bedin- 
gungen nicht ausgezogen werden. Ich wollte anfangs das Ferment 
aus der Lésung durch Adsorptionsmethode von dem labilen Hiweiss- 
koérper befreien. Kaolin und Tonerde adsorbierten bei verschie- 
dener Aciditaét ein fast vollstandiges Quantum des Ferments, aber 
die Elution ging nur mit sehr ungeniigender Ausbeute vonstatten, 
sowohl ohne als auch mit dem Glycerophosphat bei varierender 
Wasserstoffzahl. 

Hine neue Herstellungsmethode musste also ausgesucht werden. 
Ich habe die frische Schweinsniere mit der Maschine zerhackt und 
mit Seesand im Porzelanmorser fein gemahlen. Der Organbrei 
wurde mit Wasser von 10 fachem Gewicht des Organs versetzt 
und bei 37°C der Autolyse iiberlassen. Bakteriellen Infektionen 
wurde mit Chloroform und Toluol vorgebeugt. Nach 2 Tagen 
wurde das Autolysat mit Hisessig angesduert, bis das blaue Lack- 
muspapier sich schwach rotete, und noch einen Tag in den Brut- 
sehrank bei 37°C gestellt. Nun war die Fliissigkeit durchsichtig 
und konnte von der auf der oberen Schicht schwebenden flockigen 
Masse leicht und klar abfiltriert und gegen destilliertes Wasser 
2 Tage dialysiert werden, ohne merklichen Niederschlag zu 
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erzeugen. Die so bekommene Fermentlisung war hoch aktiv und 
vollkommen klar, schwach gelblich gefaérbt, und frei von anorgani- 
schem Phosphor. Bei dem Experiment bildete sich nur eine 
sparliche Phosphorsiure aus der Fermentlésung selbst. Die Fer- 
mentlosung konnte im Hisschrank, mit Toluol tiberdeckt wochen- 
lang unverdndert aufbewahrt werden. 

Da diese Fermentlésung (A) wahrend des Experiments bei 
dem Versuch der Reinigung mittels der Adsorptionsmethode, wie 
unten mitgeteilt wird, ganz verbraucht wurde, mussten die Ver- 
suche teils mit einer anderen Fermentlésung (B) ausgefiihrt 
werden. Die Herstellungsmethode war dieselbe, aber an Wirksam- 
keit war das Ferment selbstverstandlich verschieden. 

Die Ergebnisse des Experiments mit diesem Ferment werden 
unten angegeben. Das Substrat war Natr. glycerophosphat von. 
Kahlbaum und wurde einmal umkristallisiert. Seine fermentative 
Hydrolyse wurde bei 37°C im elektrisch regulierten Wasserbad 
ausgefiihrt. Die Substratlosung und die Pufferlésung wurden 
zusammen mit der néotigen Menge von Wasser, um das Gesamtvolum 
der Versuchslésung bei dem nachherigen Zusatz mit der Ferment- 
lésung zu einem bestimmten zu machen, 10 Minuten bei 37° 
vorerwarmt. Gleichzeitig wurde die Fermentlosung 5 Minuten in 
demselben Wasserbad erwirmt. Der Moment der Mischung der 
beiden Lésungen wurde als Null-Stunde vermerkt. Die abge- 
spaltete anorganische Phosphorsdéure wurde nach Briggs colori- 
metrisch bestimmt. Dabei muss man darauf achten, dass man 
nach dem Zusatz des Molybdanreagens und Hydrochinons zu 
dem Trichloressigsdurefiltrat genau 5 Minuten warten muss, bevor 
eine weitere Vermischung mit der Sulfitlésung erfolgt. Die Sul- 
fitlésung muss frisch sein. Bei Nichtbeachtung dieses Umstandes 
ergab die Phosphorséure bei Anwesenheit einer grossen Menge 
organisch gebundener Phosphorsdure colorimetrisch einen gerin- 
geren Betrag als die wirklich vorhandene Menge. 

In den Protokollen bedeuten die Zahlen Phosphor in mg in 
1 cem der Versuchslésung. Pufferlésungen waren M/2 Essigsaure 
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und M/2 Natr. Acetat oder M/10 Glykokoll und M/10 NaOH, je 
nach dem Bedarf, pH elektrometrisch. 


Versuch 1. 


Die Kinetik der Nierenphosphatase wurde bisher nur wenig 
untersucht. Kay (1926) hat bei Schweins-, Ratten- und Men- 
schenniere pH 8.8-9.2 als Optimum gefunden. Von der Konzen- 
tration des Substrats und der Dauer des Versuchs wurde aber in 
seiner Mitteilung nichts angegeben. Erdtman (1927) hat sich 
der Angabe von Kay hinsichtlich des Optimums angeschlossen. 

Ich habe mit der oben erwaéhnten klaren Fermentlésung die 
pH-Abhangigkeit untersucht. Die Versuchslosung bestand, wie 
folgt, aus 


M/100 Natr. Glycerophosphat ........ 6 cem 
M/10 Glykokoll-Natronlaugepuffer .... 15 cem 
Fermentlosung © s.28s 6. en sainces wee 6 cem 
Wasser sich sce he wiats weiinteae oe 33 ecm 


Die Konzentration des Substrats war also schliesslich M/1000. 
Das Resultat wird in der Tabelle I und Figur 1 angegeben. 


TABELLE I. 


Zeit. 
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2st 


Fig. 1. 


Das pH-Optimum der Nierenphosphatase ist unter diesen 
Bedingungen bei pH 9.1 vorhanden. Das Resultat stimmt also 
mit der Angabe von Kay iiberein. Diese optimale Aciditit ist 
aber nicht manifest. Sie ist verdnderlich nach dem Ferment- 
praparat. Der mit der Fermentlisung (B) ausgefiihrte Versuch 
ergab sich wie folgt. Die Versuchsanordnung wie friiher. 


TABELLE II. 


1 Std. 2% Std. 


% Std. 


7.79 0.0099 0.0134 0.0163 
8.46 0.0179 0.0208 0.0234 
8.53 0.0189 0.0383 0.0289 
8.88 0.0222 0.0277 0.0297 
9.14 0.0119 0.0158 = 


In diesem Resultat ist autfallend, dass das Ferment bei pH 
9.14 bedeutend schwiicher wirkt. Man sieht ‘eine noch bessere 
Wirkung bei pH 8.88. In dem vorstehenden Versuch war das Ver- 
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haltnis umgekehrt. Jedenfalls kann man wohl pH 8.9-9.1 als 
Optimum ansehen. Aber was beachtet werden muss, ist die Ver- 
schiedenheit der optimalen <Aciditit nach der Fermentlosung. 
Es musste in die Fermentkinetik ein dritter Faktor eingekeilt 
werden, dessen Wirkung in folgenden Versuchen analysiert wurde. 


Versuch 2. 

Die Fermentmenge wurde in geometrischer Reihe mit den 
abgespalteten Phosphorsaure untersucht. 

Die Fermentmenge wurde in geometrischer Reihe mit den 
Quotienten 14 vermindert, und die Wirkungen auf das Substrat 
wurden miteinander verglichen. Sonst war die Versuchslosung 
zusammengesetzt wie bei dem vorigem Versuch, und die endliche 
Konzentration des Substrats war M/1000. Die Fermentlosung 
(B). pH der Losung wurde durch Pufferung als 8.86-8.88 fest- 
gestellt. Das Resultat wird unten tabellarisch angegeben. 


TABELLE III. 


anorganischer Phosphor in mg. 


Fermentlésung 


Y% St. 2% St. 

Se OR eee 2, ee eee 
unverditinnt 0.0225 0.0270 0.0306 
1/2 verdtinnt 0.0176 0.0227 0.0278 
1/4 verdiinnt 0.0116 0.0175 OL0237 


Man sieht, dass die Zeit bis zum bestimmten Hydrolysengrad 
der Fermentkonzentration umgekehrt proportional ist. 


Versuch 38. 

Die gereinigte Takaphosphatase, das Ferment aus Aspergillus 
oryzae, hat das Optimum bei pH 3. Bei der alkalischen Reaktion 
wie pH 9, dem Optimum des Nierenferments, ist eine Wirkung 
wohl nicht zu erwarten. Da wir nun doch wissen, dass dieses 
pflanzliche Ferment unter dem Einfluss einer dritten Substanz 
eine falsche optimale Aciditét zeigen kann, muss entschieden 
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werden, ob das Nierenferment durch eine solehe Beimengung ein 
anderes Optimum als das der fiir das Ferment spezifischen Aciditiit 
vorspiegelt. Wenn dies der Fall wire, und die Fermente der 
Niere und Aspergillus oryzae denselben aktiven Kern gemeinsam 
besassen, so miisste das Gemisch der beiden Fermentlisungen die 
optimale Wirkung bei einer Aciditit zwischen pH 3 und pH 9 
ausiiben. Das Experiment ergab aber, dass das nicht der Fall war. 

Ich habe die Takaphosphatase nach der Methode von Koba- 
yashi und Inouye gereinigt. Das Reinigunesverfahren ist aus 
ihrer Beschreibung zu ersehen. Diese Fermentlésung hatte 
foleende Wirkuneg. 


M/100 Natr. Glycerophosphat ........ 6 cem 
M/2 Essigsaure-Acetat Puffer ........ 15 cem 
Wakasphosplatas® conics ee eaeteue we 20 cem 
VERT a Um gic s tooo, ves et Ble oh PAKS LIER S 19 eem 


TAB EER LY 


anorganischer phosphor in mg. 


pil 


% Std. 2% Std. 


0.0171 0.0228 0.0306 


7.06 9.0168 0.0225 0.0303 
0.01 0.0095 0.0152 0.0248 
6.03 0 0035 0.0060 = 


Man sieht, dass 20 cem Taka-Phosphatase bei pH 2.8 und 3 ecm 
Nierenphosphatase (B) bei pH 8.88 (s. Tabelle II) fast dieselbe 
Aktivitat zeigen. Ich habe darum folgenden Versuch angestellt. 


M/100 Natr. glycerophosphat ........ 6 ecm 
M/2 Essiesiiure-Acetat oder 

M/10 Glykokoll-Natronlauge Puffer. 15 eem 
Daal lOSPMATASG © shite eae Si met v.er 20 eem 
Nierenpnospiatisen() a eacis. + ssa s = Cons 
I aire, MeN get Seat adic, sc58s's 0s oes 16 cem 
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TABELLE V. 
pH 2.83 3.05 4.17 5.87 ieoG 8.11 8.83 
Anorganischer x 
Phosphor 0.0230 | 0.0225 | 0.0207 | 0.0092 | 0.0017 | 0.0110 | 0.0225 
in mg. 1 St. 
Fig. 2. 


0,02 


0 eer : feta Soe 


3 4 =) 6 7 8 9 


SS 


Beide Fermente wirkten ganz unabhingig von einander, und 
zwar bei jeder optimalen Aciditaét in demselbem Betrag, wie sie 
einzeln gewirkt hatten. 

Natr. Fluorid hemmt die Taka-Phosphatase selbst in sehr ver- 
dinnter Konzentration, aber auf die Nierenphosphatase tibt es 
keinem Einfluss aus. Beim Zusatz von 10 cem 0.05N NaF zu oben 
erwahnter Versuchslosung wurden noch 0.0256 mg P bei pH 8.37 
und 0.0224 mg P bei pH 9.23 in 214 Stunden abgespaltet. Zusatz 
20cem Glycerin von 25% hatte auch keinen Einfluss auf das 
Nierenferment. Man hat hier also zwei ganz verschiedene Fer- 
mente zu einem so einfachen Substrat, wie Glycerophosphat, 
hergestellt. Das eine wirkt optimal bei pH 3 und, wenn es noch 
unrein ist, bei pH 5.6. Das andere hat dagegen sein Optimum bei 
pH 9.1. Das erinnert an das Verhiltnis der drei Proteasen, 


ind 
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némlich Pepsin, Papain und Trypsin-Kinase. Nach Wald- 
schmidt-Leitz und seinen Mitarbeitern haben diese 3 Proteasen 
gemeinsamen Angriffspunkte bei dem genuinen Eiweiss, wie es 
schon bei der stufenweisen enzymatischen Hydrolyse des Histons 
(Waldschmidt-Leitz und Kiinstler,1927) nachgewiesen wurde 
Nach der Anschauung von Northrop (1923) und Willstatter 
(1924) hangt die Verschiedenheit der optimalen Aciditat bei den 
drei Proteasen mehr von der elektrochemischen Natur des Eiweisses 
als von der des Ferments ab. Die Dissoziationskonstante der 
Glycerophosphorsaure wurde fiir die zweite Stufe von Kobayashi 
(1926) als pK 6.1 ermittelt. Nach der Angabe von Meyerhof 
(1926) ist pK fiir die zweite Stufe 6.3 und fiir die erste 1.4. 
Die pH-Abhangigkeit unserer zwei Glycerophosphatasen hat keinen 
Zusammenhang mit dem Dissoziationszustand des Substrats. Die 
griindliche Verschiedenheit dieser zwei Fermente muss also der 
Natur des Ferments selbst zugeschrieben werden. Wir sind nun 
der Meinung, dass das eigentiimliche Verhalten des Pepsins, des 
Papains und der Trypsin-Kinase nicht von dem _ Dissoziations- 
zustand des Substrats, sondern von den Higenschaften der aktiven 
Fermente selbst bedingt ist. 


Versuch 4. 

In dem Versuch 1 habe ich die pH-Abhangigkeit der Nieren- 
phosphatase untersucht. Man sieht an dem Resultat, besonders 
deutlich an der dazugehoérenden Figur 1, dass die Fermentwirkung 
in der mehr alkalischen Reaktion als Optimum (pH 9.1) eine 
Hemmung zu erleiden scheint. Davon wird weiter unten die Rede 
sein. In jenem Versuch I war die Konzentration des Substrats 
sehr verdiinnt, und in der Nihe der optimalen Aciditét wurde 
schon 14 Stunde beinahe 80% des vorhandenen Substrats ange- 
eriffen. Es kam dazu noch die oben erwihnte abnorme zeitliche 
Herabsetzung der Fermentwirkung bei pH 9.5-9.6. Es darf 
darum nicht beliebig aus diesen Kuryen die relative Geschwindig- 
keit ausgerechnet werden. Aber in der Hohe von 144 Hydroly- 
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sengrad kann sie doch schatzungsweise ermessen werden. Die 
Zahlen werden in der Tabelle VI angegeben. 


TABELLE VI. 


pH 7.23| 7.83] 8.33] 8.67] 890] 9.10] 9.22] 9.42] 9.50) 9.61} 11.04 
Relative 
Aktivitat 6 | 15 39 68 | 88 | 100 90 77 53 31 2 


in % 


D 


-—> Relative Geschwindigkeit 
Kho ow 


(i 8 11 
— > pH 


Hier wurde die Aktivitait bei pH 8.33 und pH 9.61 einerseits 
und bei pH 8.67 und 9.42 anderseits gleich angesetzt, wie es der 
Verlauf der Kurven andeutet. Es mag aber in beiden Fallen die 
der letzten noch vergrossert werden. Die so erhaltene pH-Aktivi- 
tatskurve wurde als A in der Figur 3 gezeichnet. Wir haben bei 
der Taka-Phosphatase den eigentiimlichen Einfluss des Paraly- 
sators kennen gelernt, dass sich die Lage der optimalen Aciditat 
nach der beigemischten Menge der X-Substanz in verschiedener 
Weise verschieben kann. Daraus folgt die Annahme, dass das nach 
meiner Methode hergestellte Nierenferment, obwohl schon von der 
bedeutenden Menge von Eiweiss und Elektrolyte befreit, doch mit 
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einer Substanz angehaftet ist, die aber ihrer Natur nach ganz 
anders als die X-Substanz bei der Taka-Phosphatase sein soll, wie 
ich bei Versuch 3 schon klargestellt habe. Ich wollte zwar anfangs 
das Nierenferment durch die Adsorptionsmethode reinigen, habe 
aber immer grosse Schwierigkeiten bei der Elution des Ferments 
angetroffen und daher auf die weitere Reinigung verzichtet. Man 
kann die Ursache der oben erwahnten abnormen zeitweisen Herab- 
setzung auch der Inaktivierung durch die hohe Alkalizitaét zu- 
schreiben. Hs ist allgemein anerkannt, dass das Ferment iiberhaupt 
bei dem Vorhandensein des Substrats einer ungiinstigen Aciditat 
widersteht. Ich habe darum beim folgenden Versuch die Konzen- 
tration des Substrats stark erhéht. Das Resultat war auffallend. 


M/10 Natr. Glycerophosphat ......... 20 eem 
M/10 Glykokol-NaOH Puffer ........ 15 cem 
WAS OG TEL a hee Seu tener Gwtrekery he souinshe 10 eem 
Nierenphosphatase. (A) 322....7.6.2%. 3 cem 


Die Konzentration des Substrats betrug schhesshich M/25. 


TABELLE VII. 


Anorganischer Phosphor in mg. Relativ 
pH Aktivitiit 
827 9.0099 0.019 0.0460 15 
8.50 0.0135 0.0290 0.0760 24 
8.65 0.0198 0.0405 0.106 34 
8.90 0.0293 0.0592 0.144 +9 
9.09 0.0372 0.0742 0.175 62 
9.45 0.0480 0.0950 Ora 81 
9.80 0.0300 0.106 O27, O4 
SSMS 0.0993 0.117 (225 100 
10.02 0.0995 0.117 OR29 190 
10.10 0.054% 0.106 0.206 91 
10.20 0.0:432 0.0845 0.183 Ge 
10.85 0.0075 0.0105 0.0120 13 

i 


11.57 0.6040 0.0059 00050 
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Fig. 4. 


mentlésung (B), Q2 
welche vor 6 Mo- 
naten._hergestellt 
worden war und 
diesmal neu dialy- 
siert wurde, aus- 
gefiihrt. Die Ver- 
suchsanordnung a1 
war dieselbe wie 
friiher. Die Fer- 8h 
mentwirkung war ‘ 
sehwach. < ense! 
z PH.10.85 
Vy, é PH, 14,37 
On we Ast 2st 
q 
—— Zeit 
TABELLE VIII. 
Anorganischer Phosnhcs in mg. Relative 
pli —- Aktivitiit 
asa [a My 
$.24 0.00355 0.00692 0.0180 13 
8.80 0.00817 0.0165 0.0392 37 
9.05 0.0118 0.0221 0.0555 53 
9.40 0.0155 0.0310 0.0747 74 
9.64 0.0177 0.0348 0.0822 84 
9.90 0.0199 0.03885 0.0880 94 
9.98 0.0210 0.0412 0.0902 100 
10.18 0.0187 0.0367 0.0845 89 
10.67 0.0095 0.0200 0.0360 44 
11.2 0.0040 0.0080 9.0105 17 
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Das Resultat ist auch in Figur 5 zu sehen. Das Optimum ist 
nun in pH 10 vorhanden, und seine Verschiebung kann wohl durch 
die schiitzende Wirkung des Substrats von hoher Konzentration 
erklart werden. Aber eine andere Moglichkeit ist nicht ausge- 
schlossen, dass namlich die dritte Substanz durch die gesteigerte 
Konzentration des Substrats nach der Massenwirkung der’ Bindung 
mit dem Ferment mehr oder weniger abgedringt wird und folglich 
eine neue optimale Aciditaét zutage tritt. 

Jedenfallls stellen wir auf Grund dieses Ergebnisses (Versuch 
4, Tabelle VI), wie friiher, die pH-Aktivitétskurve her. Die 
ausgerechnete relative Aktivitit wurde an der letzten Spalte der 
Tabelle VIII angegeben. Die B-Kurve in Figur 3 zeigt den Ver- 
lauf. Bei dieser Kurve stehen die beiden Schenkel auch ziemlich 
steil an beiden Seiten aber etwas milder als bei der Kurve A, 
und das Verhiltnis erinnert uns an den Fall bei der Taka-Phos- 
phatase. Die linken Schenkel der beiden Kurven A und B 
scheinen mir im wesentlichen zu den gleichen Kurven zu gehoren. 
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Die Neigung dieser beiden linken Schenkel sind doch noch ziemlich 
steil, und sie haben in diesen Formen mit keiner theoretisch 
annehmbaren Kurve etwas zu tun. Wir wollen also die Héhe der 
Punkte der Kurven A und B um 72 resp. 24% herabsetzen. Nun 


kommen die Kurven A der Figur 6 und B der Figur 7 zustande: 
100 


—— Relative Geschwindigkeit 


—— Relative Geschwindigkeit 
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Der Neigungswinkel des linken Schenkels der Kurve B in 
der Ordinatenhéhe von 50% Aktivitat, den die Dissoziations- oder 
ihre Restkurve theoretisch -erlangt, ist nun beinahe 71 Grad. Der 
Punkt auf der Kurve von 50% Aktivitat entspricht pH 8.2. Die 
Dissoziationskurve von pK 8.2 wird in den Figuren als D einge- 
tragen. 

Wir nehmen weiter die Natur der Nierenphosphatase als 
Ampholyte an, deren Basendissoziationskonstante sich als pK,= 
14~9.2 = 4.8 sich darstellt. Dann sind die Kurven A und B die 
des Dissoziationsrestgrads (p), und die Gipfel der Kurven pH 10 
resp. 9.1 folglich die maximalen Restgrade. Man kann der Dis- 
soziationskonstante als Séure die Werte pK 10.8 resp. 9.0 zu- 
schreiben, und zwar mittels der Rechnung 10.0 + (10.0 — 9.2) und 
9.1 — (9.2 — 9.1). Mit diesen Werten kann man die Dissoziations- 
restkurve nach folgender Formel graphisch, darstellen. 


1 
Ky K, -h 
h iss 


Diese theoretischen Kurven A’ und B’ werden in Figuren mit 
punktierter Linie eingeschrieben. Die maximalen Dissoziations- 
restgrade sind 28 resp. 76%. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann man wohl annehmen, dass 
die Kationdissoziationsrestkurve von pK 4.8, die ihrer Form nach 
mit der Dissoziationskurve einer Siure von pK 9.2 indentisch ist, 
fiir die Nierenphosphatase spezifisch ist. Die sie kreuzende Anion- 
dissoziationsrestkurve ist je nach den Bedingungen verdanderlich, 
aber da das pH-Optimum durch die Kreuzung der beiden Kurven 
bedinet wird, ist die Lage der optimalen Aciditaét entlang jener 
fiir die Nierenphosphatase spezifische Kurve verschiebbar, soweit 
die Inaktivierung des Ferments durch die Alkalizitat nicht tiber- 
hand nimmt. 

Das Ergebnis des Versuchs 4, Tabelle VIII, ergab die pH- 
Aktivitiitskurve C in Fig. 8. pK wird nun als 4.8 angenommen. 
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Da das pH-Optimum 10 ist, wird pK wieder als 10.8 bestimmt. 
Die aus diesen beiden Dissoziationskonstanten berechnete Dissozia- 
tionsrestgradkurve zeigt die punktierte Kurve C” in derselben 
Figur. Wenn die Punkte auf der Kurve C um 24% herabgesetzt 
werden, deckt sich die Kurve C’ mit der theoretischen Kurve C”. 

Man sieht eine starkere oder schwiéichere Abweichung der 
Kurven A’, B’ und C’ von der theoretischen Kurve auf der 
alkalischen Seite des Maximums. Dies wird vielleicht von der 
Inaktivierung des Ferments durch die hohe OH-Ionenkonzentra- 
tion verursacht. Eine andere Moglichkeit wurde oben in Erwigung 
gezogen. 


<— Relative Geschwindigkeit 


Was mich noch mehr interessiert, ist die Lage der fiir die 
Nierenphosphatase als spezifisch berechneten Kurve von pK 4.8. 
Die der Takaphosphatase eigentiimliche Kurve wurde von Inouye 
als pK 4.8 ermittelt. Diese beiden Kurven sind also an den beiden 
Seiten des pH 7 symmetrisch, und stehen sich als Spiegelbilder 
gegeniiber. Die nebenstehende Figur zeigt dieses Verhiltnis. 
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Fig. 9. 


—— Relative GeschwindigKeit. 


Versuch 5. 


Die Knochenphosphatase wurde eingehend von englischen 
Autoren untersucht. Robison und Soames (1924) haben unter 
ziemlich hoher Konzentration des Substrats das Optimum bei pH 
8.4-9.4 gefunden. Die Bestimmung der abgespalteten Phosphor- 
sdure wurde aber erst nach 18 Stunden ausgefiihrt. In so lang 
fortgesetzten Versuchen findet wohl eine Inaktivierung des Fer- 
ments dureh die steigende Alkalizitit statt und gestaltet die 
Resultate so verwickelt, dass man dann von einer Fermentkinetik 
nicht mehr reden kann. Martland und Robison (1928) haben 
spiter die Versuche auf eine kurze Zeitfrist beschrankt. Die 
Konzentration des Substrats war 0.1 M. Sie konnten nun am 
Anfang des Versuchs eine bessere Fermentwirkung bei pH 9.4 als 
bei pH 8.9 beobachten. Bei hoher alkalischer Reaktion scheinen 
die Autoren eine abermalige Herabsetzung der Fermentwirkung 
beobachtet zu haben. 

Ich konnte, wie erwihnt, bei der Nierenphosphatase zu dem 
auffallenden Ergebnis gelangen, dass die optimale Aciditit dieses 
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Ferments in ausgesprochen hoher alkalischer Reaktion zu finden 
war, wenn Inaktivierung durch Alkalizitat oder eme Hemmung 
durch irgendeinen dritten Faktor mittels der Steigerung der Sub- 
stratkonzentration einigermassen ausgeschlossen wurde. Das war 
auch der Fall bei der Knochenphosphatase. 

Die Knochenphosphatase wurde nach meiner oben erwahnten 
Methode hergestellt, und damit wurde das pH-Optimum bei 
varlierender Substratsmenge untersucht. Mit M/1000 Endkonzen- 
tration des Substrats wirkt das Ferment, wie von englischen 
Autoren angegeben, bei pH 9. Aber als die Konzentration auf 
M/25 gesteigert wurde, verschob sich das Optimum wieder zu 
pH 9.9: 


M/100 Natr. Glycerophosphat ........ 5 eem 
M/10 Glykokoll-Natronlaugepuffer .... 15 ecm 
“Wasser > ..492, cin) an ge tae ee ce 25 ecm 
Knoehenphosphatase ............... 5 ecm 


0.0165 0.0264 


9.02 0.0176 0.0289 

9.65 0.0125 0.0183 
M/10 Natr. Glycerophosphat. ......<.. 20 ecm 
M/10 Glykokoll-Natronlaugepuffer .... 15 ¢em 
Wasser’ 2 icenk oh a a 10 ccm 
Knochenphosphatase “4... .5%.9e9-2 a0 5 cem 


2% Std. 


0.0255 0.0420 0.0950 
9.70 0.0276 0.0435 0.108 
9.89 0.0293 0.0480 0.110 
10.05 0.9260 0.0420 0.084 
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Mit der Hodenphosphatase des Schweins, die auch nach 
meiner Methode hergestellt wurde, ergab das Experiment eiu 
Resultat in demselben Sinne. 
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INTRODUCTION. 


The purpose of the present investigation was to determine 
the value of soybean oil for its antirachitic property and to 
ascertain whether its antirachitic value could be increased by 
means of irradiation with the ultra-violet light, and, further- 
more, to see whether the phytosterol isolated from the unsaponi- 
fiable constituents of the oil could acquire the antirachitic pro- 
perty by irradiation. 

Very few investigations concerning the antirachitic vitamin 
of soybean oil and its constituents have been reported in litera- 
tures. Heilbron, Kamm and Morton (1927) who examined 
the oil with the spectroscope were unable to detect the presence 
of ergosterol. Rosenheim and Webster (1927) also showed 
that both sitosterol and stigmasterol prepared from the erude 
sterols of soybean oil exhibited no characteristic absorption 
bands of ergosterol in the ultra-violet region, and they were 
not rendered antirachitic by exposure to ultra-violet rays. 
Scheunert (1927) reported, however, that both the ‘‘foots”’ 
and the technical phosphatide preparations of soybean oil were 
given the antirachitie property by means of irradiation. 


177 


178 Izume, Yoshimaru and Komatsubara. 


Experimental. 
I. Tse Metuops. 


Rickets were previously induced to young rats by placing 
them on the Steenbook diet no. 2965 for 5 weeks, and the sub- 
stances to be tested were either incorporated with the diet, or 
daily fed to the rachitic animals which were receiving the same 
diet for the experimental period of 3 weeks. 

For the diagnosis of the healing effect of test materials we 
relied on the evidence of the radiographs which were taken both 
before and after the experimental period as well as the histo- 
logical examination of the distal ends of the tibia. 

The ultra-violet irradiation of test materials was carried out 
by means of the quartz mercury vapor lamp (Original Hanau) 
usually for 30 minutes at a distance of 30 em. 


Il. Tae Test Materia. 

A. Soybean oul. 

The samples of soybean oil tested were the following six 
different preparations: 

1. The erude oil obtained by the hydraulic press of round 
bean cake system with the application of about 250 pounds of 
pressure. (Crude oil, R. B.) 

2. The same oil after refining with such processes as alkali 
washing, acid-clay bleaching, and deodorization with super-heated 
steam. (Refined oil, R.B.) 

3. The crude oil produced with the hydraulic press of the 
Anglo-American system at a pressure of about 1,500 pounds. 
(Crude oil, A.A.) 

4. The refined oil of same. (Refined Oil, A.A.) 

5. The oil prepared by the benzine extraction method. (Oil, 
B.E.) and 

6. The oil produced by extraction with aleohol. (Oil, A.B.) 
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B. The unsaponifiable matter and phytosterol of soybean oil. 

The unsaponifiable matter was prepared from the crude soy- 
bean oil (R.B.) by extracting its saponification products with ether, 
and phytosterol was isolated from the non-saponifiable fraction 
according to the method of Matthes and Dahle (1911). Phyto- 
sterol, thus obtained, melted at 137-8°. It showed a brilliant 
bluish violet fluorescence which is very similar to that of ergosterol 
(1927) under the quartz mereury vapour lamp from which the 
visible rays were screened off by means of a special glass filter. 

It also exhibited the well-marked absorption bands of ergosterol 
in the ultra-violet region when its ether solution was examined 
spectrographically. The intensity of those absorption bands of 
phytosterol at the dilution of 1:50 was nearly equivalent to that of 
ergosterol at the dilution of 1:20,000. It was, therefore, estimated 
that ergosterol was present in that specimen of phytosterol to the 
extent of about 0.25%. 


Ill. Resvuts. 


The results of the feeding experiments are summarized in the 
accompanying table. 


Discussion. 


Our experimental results showed that the antirachitic value of 
refined soybean oil (both R.B. and A.A.) did not differ much from 
that of crude oil. The fact seems to indicate that the antirachitie 
principle in the oil is not appreciably removed or destroyed by such 
processes of refining as alkali washing, bleaching by means of acid- 
elay and deodorization by super-heated steam. 

We proved that the alcohol extraction oil was the lowest 
in the antirachitie potency of all the oils we examined. This is 
probably due to the fact that vitamin D is more soluble in aleohol 
than in oil, and during the course of manufacture the greater part 
of it may be removed from the oil when the alcohol extract is 
subjected to cooling so as to separate the oil from the solution. 
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TABLE I. 


ake Antirachitic| No. of rats 


Test material Incorporated Daily used. 


with diet | per capita 


% 

20 a6 2 
ae 2 

5 = 2 
+ 2 
+ Z 
+ 2 


Crude oil, R.B. 10 


Irradiated 
crude oil, R.B. 


Refined oil, R.B. 10 


po tb 


Irradiated 
refined oil, R.B. 


bob 


Crude oil, A.A. 


Irradiated 
erude oil, A.A. 


to ww bo 


| | 
bo He bo 


2 

Refined oil, A.A. 2 
2 

Irradiated 7 a 
refined oil, A.A. we 9 
= 4 

Oil, B.E. ox 4 
= 2 

Irradiated 7 2 
oil, B.E. + 4 
= 2 

Oil, A.E. 5 
5 2 

Irradiated 10 ras os 2 
oil, A.E. : ns ig 4 
25 aad + 2 
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Unsapon. matter 


wWwiobd pb 


Irradiated 
unsapon. matter 


DOD WNP 


Phytosterol. 


Irradiated phytosterol. 


bo bo bo bo 


The antirachitic value of soybean oil was significantly in- 
ereased by means of the irradiation with ultra-violet light, and, 
furthermore, the principle which gave this property was con- 
densed in the phytosterol isolated from the non-saponifiable frac- 
tion of the oil. These results are in harmony with those of Hess, 
Weinstock and Helman (1925) and also of Steenbock and 
Black (1925) on other vegetable oils, like cottonseed, linseed and 
olive oils. 

Although a number of investigators, such as, Klobb and 
Bloch (1907) Keimatsu (1911), Matthes and Dahle (1911) 
and Bonstedt (1928) carefully studied the constituents of the 
sterols of soybean oil yet no one seemed to have succeeded in 
proving the presence of ergosterol in the oil. 

These experimental results of ours in which we showed that 
phytosterol of soybean oil acquired the antirachitic property when 
irradiated with the ultra-violet light and its ether solution ex- 
hibited the well marked absorption bands characteristic to ergo- 
sterol do strongly suggest the occurrence of ergosterol, the pro- 
vitamin D, in the oil. 

It may be concluded from these facts that ergosterol is always 
present, although in a very small quantity in soybean oil, and it 
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is the compound which gives to the oil the property of acquiring 
the antirachitic potency by irradiation with the ultraviolet rays. 


SUMMARY. 


1. Among the soybean oils which we examined the oil pro- 
duced by means of the hydraulic press was the highest and the 
oil prepared by extraction with aleohol was the lowest in antira- 
ehitic value, while the oil obtained with the benzine extraction 
method had intermediate value. 

2. The antirachitic vitamin in the crude oil was not appre- 
ciably removed or destroyed by the usual processes of refining. 

3. The anitrachitic potency of the oil was significantly in- 
creased by meaus of irradiation with ultra-violet Lght. 

4, Phytosterol isolated from the unsaponifiable fraction of 
the oil was rendered antirachitic by irradiation, and exhibited the 
well-defined absorption bands of ergosterol in the ultraviolet 


region. 
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UBER DAS VORKOMMEN DES B-STEARO- 
DIPALMITINS IN DER RINDERTHYMUS. 


Von 


JUNJI KARASHIMA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki. 
Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1928.) 


Auf vielen Wegen strebt die Forschung, die physiologische 
Bedeutung der Thymusdriise genauer kennenzulernen. Das Auf- 
suchen von chemischen Bestandteilen ist dabei eine der wichtigsten 
Arbeitsmethoden. 

Die Thymus ist ein sehr labiles Organ. Sie bildet sich zur 
Zeit der Geschlechtsreife zuriick; doch bleiben auch noch nach der 
Involution Teile des Gewebes im Fette erhalten. 

Um die Zusammensetzung des Thymusfettes zu ermitteln und 
zugleich um vergleichsfahiges Material fiir die Zusammensetzung 
der tierischen Fette herbeizuschaffen, wurde foleende Untersuchung 
vorgenommen. Dabei ist es uns gelungen, 6-Stearo-dipalmitin in 
reinem Zustand leicht darzustellen. 


I. Darste.tune pes 6-STEARO-DIPALMITINS. 

Die vom Blut und der bindegewebigen Kapsel befreite Thymus 
eines frisch getdéteten Rindes wird mittels eines starken Luftstromes 
vetrocknet, welcher das auf einem Porzellanteller in dinner Schicht 
liegende Material blist. Das getrocknete Material wird zu Pulver 
zermahlen, dann einer mehrfachen Menge reinen Acetons beigegeben 
und unter haiufigent Umschiitteln 24 Stunden lang stehen gelassen. 
Man saugt den in Aceton léslichen Teil ab und wascht den Riick- 
stand mehrmals mit Accton. Nach Verdunsten des anhaftenden 
Acetons mittels eines Luftstromes, extrahiert man das Thymus- 
pulver im Soxhlet-Apparat mit Ather. Die aus dem fitherischen 
Extrakt beim Abkiihlen auf 0Q° sich ausscheidenden Krystalle 
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werden durch Dekantieren und Filtrieren abgetrennt. Die gesam- 
melten Krystalle werden dann mit auf 45—-50° erwarmtem 85%igem 
Alkohol aufgenommen. Bei Zimmertemperatur scheidet sich aus 
dieser Alkohollésung ein weisser mikroskopisch rosettenformig 
angeordneter Nadelkrystall aus. Dieser Krystall wird 2mal aus 
45°-50° erwarmtem absolutem Alkohol und dann aus warmem 
Aceton umkrystallisiert. 


A. SHigenschaften. 

Die Substanz ist in Ather, Petrolither, Benzin, Benzol, Toluol, 
Pyridin, Schwefelkohlenstoff und Chloroform leicht  loslich. 
In Essigather lost sie sich etwas schwerer. In kaltem Aceton und 
Athyl-, Methyl- und Amylalkohol ist sie fast unldslich. Bei 
gelinder Warme wird sie aber mit den erwahnten Loésungsmitteln 
sehr leicht extrahiert. Sie schmilzt bei 59°. Unter bestimmten 
Bedingungen hat sie Doppeltschmelzpunkte von 50° und 59.°. 

Stickstoff, Phosphor und Schwefel sind nicht nachweisbar. 
Cholesterinreaktion ist negativ. 


B. Analyse. 
I. Elementaranalyse. 
0.2187 g Substanz gaben 0.6115 g COs und 0.2444 ¢ H.O. 
CssH10206¢6 Ber. C 76.19% H 12.31% 
Gef. 76.26 H 12.19 


II. Ermittlung der Verseifungszahl. 


1.1043 g Substanz verbrauchten N/2 KOH 7.8 cem. 
Berechnet fiir ein Stearodipalmitin 201.6 
Gefunden 198.5 


Die Substanz zeigt weder Saéurezahl noch Jodzahl. 


C. Spaltungsprodukte. 


Das aus diesem Glycerid durch Verseifung mit Kalilauge 
erhaltene Fettsdéuregemisch hat den Schmelzpunkt von 56°. 
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Dieser Schmelzpunkt entspricht nack der von Heintz (1854) 
aufgestellten Tabelle einem Gehalt von 35% Stearinsiure und 65% 
Palmitinséure. Auf diese Weise wird die angenommene Zusam- 
mensetzung ebenfalls bestaétigt. Die Saurezahl dieses Fettsiure- 
gemisches wurde geeicht. 


0.5000 g Substanz verbrauchten N/2 KOH 3.75 cem. 
Berechnet fiir ein Gemisch von 1 Mol. Stearinsiure 
und 2 Mol. Palmitinsaure 211.2 
Gefunden 210.4 


Um die Glycerin- und Fettsiuremenge zu bestimmen, wurden 
5.38619 g Glycerid mit Natriumalkoholat nach Kossel und Ober- 
miiller (1890, 1891) verseift. Man erhdlt in bekannter Weise 
einerseits eine glycerinhaltige wasserige Losung und andererseits 
eine atherische Lésung von Fettsdiuregemisch. 


In glycerinhaltiger wasseriger Losung wurde der Glycerin- 
gehalt nach C. Mangold (1891) bestimmt. 


5.3619 g Substanz verbrauchten N/5 KMnO, 62.2 cem. 
Glyceringehalt des Stearodipalmitins Ber. 11.03% 
Gef. 10.67 


Das Fettsdéuregemisch wurde in bekannter Weise mit Natrium- 
karbonat verseift und dann mit essigsaurem Baryt in alkoholischer 
Lésung fraktioniert gefallt. Hierdurch erhielt man 12 Frak- 
tionen von Barytseife. Jede Portion wurde gewogen und der 
Bariumgehalt bestimmt. Die gefundenen Zahlen sind in der 
nachstehenden Tabelle verzeichnet. 


Die erste und zweite Fraktion haben wegen des Mitreissens 
von Bariumkarbonat etwas hoheren Bariumgehalt. Die dritte bis 
sechste Fraktion stimmt mit stearinsaurem Barium in dem Barium- 
gehalt iiberein (Ba-gehalt des stearinsauren Bariums 19.52%). 
Die weiteren Fraktionen entsprechen dem palmitinsauren Barium 
(Ba-gehalt des palmitinsauren Bariums 21.21%). Also erhilt 
man aus dem Fettsduregemisch ungefahr 43.7% Stearinsdure und 
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Ordnung Gewicht Ba-gehalt 
der der der 
Fraktion Barytseife Barytseife 

1 0.1114 g 32.10 % 
2 O1720 22.78 
3 0.2483 19.27 
4 0.4239 18.52 
5 0.4130 19.88 
6 0.7896 19.50 
7 0.4809 20.85 
8 0.4932 21.38 
9 0.5612 21.18 
10 0.2080 21.16 
11 0.0963 21.65 
12 0.5730 21.60 


56.38% Palmitinsdure (Berechnet fiir Stearodipalmitin 35.7% 
Stearinsdure und 64.3% Palmitinsaure). 

Auf Grund des Schmelzpunktes und der bei den Elemen- 
taranalysen erhaltenen Zahlen des Glycerides und der Beschaffen- 
heit der Spaltungsprodukte glaube ich, das aus dem Rinderthymus 
abgeschiedene Glycerid als @-Stearo-dipalmitin betrachten und mit 
dem von C. Amberger und K. Bromig (1922) synthetisch dar- 
gestellten @-Stearo-a, o’-dipalmitin fiir identisch halten zu diirfen. 


It. BezieHuNa ZWISCHEN DER THYMUSALTERATION UND 
DEM GEHALT AN §-STEARO-DIPALMITIN. 


Zur EKrkennung der Beziehung zwischen der Thymusalteration 
und dem Glyceridgehalt wurden die aus 1-8 Jahre alten Rindern 
stammenden Thymus in 3 Arten klassifiziert. Das @-Stearo-Dipal- 
mitin in jeder Klasse wurde durch die oben erwahnte Methode 
isoliert. Hieraus ergibt sich, dass die Thymusalteration immer 
von einer §-Stearodipalmitinvermehrung begleitet wird. Die 
Resultate sind in der folgenden Tabelle verzeichnet. 


Alterationsgrad 
di : 
Ausgang = a atecinis frischen getrockneten gesammten 
Material Material Fett 


leichte 

Alteration 7.41% 
mittelgradige 

Alteration 30.91 
hochgradige 


Alteration 
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ZUR KENNTNIS DER VERGLEICHENDEN BIOCHEMIE. 


IY. Uber das Verhalten der Amidobenzoesauren im 
Organismus der niederen Tiere.” 


Von 


TERUMI KAMEI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut. Vorstand: Prof. M. Tomita 
und der chirurgischen Klinik der medizinischen Fakultat 
in Nagasaki. Vorstand: Prof. K. Koyano). 


(Hingegangen am 1. Oktober 1928). 


Analogieen der Vereinigung von Benzoeséure und Glykokoll 
zu Hippursaure wurden festgestellt fiir verschiedene substituierte 
Benzoesauren. Im Widerspruch mit einer Angabe von Graebe 
und Schultzen (1867), nach welcher auch die Amido-benzoesdure 
mit Glykokoll sich paaren soll, hat nun E. Salkowski (1882) 
angenommen, dass m-Amidobenzoeséure im Organismus des Men- 
schen, Hundes und Kaninchens zum Teil in Uramidobenzoeséure 
tibergeht. Mitsuba und Ichihara (1927) haben kiirzlich mit- 
geteilt, dass Anthranilsiure im Organismus des Kaninchens und 
Hundes teils in Uramidobenzoesaure iibergefiihrt, teils mit Glu- 
kuronsaure gepaart und im Harn ausgeschieden wird. Anderer- 
seits haben schon Ellinger und Heusel (1914) behauptet, dass 
p-Amidobenzoesdéure im Kaninchenorganismus zum Teil acetyliert 
wird. 

Von den Gesichtspunkten ausgehend, dass typische, in den 
Geweben verlaufende chemische Umsetzungen ganz bestimmter Art 
bei verschiedenen Tierspecies in einigem Parallelismus mit den 
morphologischen Verschiedenheiten sich verhalten, wurden schon im 
hiesigen Institut die vergleichenden Untersuchungen tiber das Ver- 
halten der aromatischen Fettsduren im Organismus der niederen 
Tiere mehrfach ausgefiihrt (1926). 


1) I, I u. III Mitteilungen vgl. Diese Zs. 5, 229, 6, 21, 6, 163. 
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Es schien mir nun von Interesse, noch das Verhalten ver- 
schiedener Amidobenzoesduren im Organismus der Kaltbliiter zu 
untersuchen, deren Vorkommen im Tierkorper zwar nicht erwiesen 
ist, die aber je nach der Stelle der Seitenkette verschiedene Bezie- 
hungen zu einigen Stoffwechselproduktion besitzen. 

Darum hake ich eine Reihe von Fiitterungsversuchen mit 
drei isomeren Amidobenzoeséuren an Fréschen und Schildkroten 
angestellt, deren Ergebnisse im folgenden mitgeteilt werden. 


Experimentelle Belege. 


A. User pAs VERHALTEN DER AMIDOBENZOESAUREN 
IM ORGANISMUS DES F'ROSCHES. 


1. Fiitterung von m-Amidobenzoesdure. 


Um den Harn ohne Verlust zu erhalten, wurde den Fréschen 
die Haut um den Anus mit einem Faden abgebunden und je 0,02— 
0.04 g m-Amidobenzoesaure als Natriumsalz subeutan injiert. Der 
Harn wurde unter vermindertem Druck verdampft, mit heissem 
Alkohol ausgezogen, der alkoholische Auszug eingedampft und in 
Wasser gelost. Um die sekundare Spaltung der Umwandlungs- 
produkte zu vermeiden, wurde die wasserige Losung mit Hssig- 
saure, anstatt der Salzsdure, angesduert und im Kumagawa- 
Sutoschen Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. 

Trotz vorsichtiger Behandlung nach der Vorschrift von KH. 
Salkowski (1882) waren die Versuche vergeblich, als Umwand- 
lungsprodukte Amidohippursaéure oder Uramidobenzoesiure zu 
isolieren. Die verabreichte Amidobenzoesdure wurde in betriacht- 
licher Menge unverdndert im Harne ausgeschieden. 

Im ganzen wurden 39,4 g m-Amidobensoesdure verfiittert und 


die wieder gewonnene betrug 10,5¢g. Ihr Schmelzpunkt liegt bei 
180°C. 


0,1824 g Substanz gaben 11,8 cem N(15°, 763 mm), 
0,1428 g Substanz gaben 0,3204 ¢ COs und 0,0730 g H.O. 
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Berechnet fiir C7H;NOz: Gefunden : 
C 61,28% 61,19% 
H 5,14% 5,71% 
N 10,22% 10,43%. 


2. Fitterung von p-Amidobenzoesiure. 


Die reine p-Amidobenzoesdure wurde 1200 Frdéschen als 
Natriumsalz in Dosen von 0,02-0,04 g per Kopf, in Wasser gelost, 
subeutan eingegeben. Die Menge des 24 stiindigen Harns betrug 
12000 eem. Der Harn wurde nach Angabe von H. Salkowski 
(1884) aut Uramidobenzoesaure oder Amidohippursiure und nach 
der Vorschrift von Ellinger und Heusel (1914) auf Acetylver- 
bindung verarbeitet. Wiederum bekam ich aus dem Atherextrakt 
nur die unverandert ausgeschiedene p-Amidobenzoesdure. Aus 
heissem Wasser umkrystallisiert, schieden sich schéne Nadeln aus, 
die bei 192° schmolzen. Dureh folgende Analyse ist es zweifellos, 
dass wir es mit der unverdndert ausgeschiedenen p-Amidobenzoe- 
sdure zu tun haben. 

0,1294 ¢ Substanz gaben 12 eem N (23°, 762 mm), 
0,1208 ¢ Substanz gaben 0,2708 g COs und 0,0568 ¢ H2O. 


Berechnet fiir C;H,;NO;: Jefunden : 
C 61,28% 61,31% 
H 5,14% 5,23 % 
N 10,22% 10,48 %. 


3. Fiitterung von o-Anudobenzoesmure. 


o-Amidobenzoeséure wurde in Form von Natriumsalz, in 
Wasser geldst, in,einer Gesamtquantitaét von 56,7 g 1721 Fréschen 
subeutan injiziert und zwar in taglich einmaliger Dosis von 
0,02-0,03 g. Die Verarbeitung der Urine geschah in der oben 
beschriebenen Art. Aus dem Atherauszug erhielt ich nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren 6,6¢ weisse nadelférmige Krystalle, 
welche gegen 152° schmolzen. Dass es sich um o-Amidobenzoe- 
siure handelte, wurde durch folgende Bestimmung bestatigt. 


192 T. Kamei: 


0,1712 g Substanz gaben 15,7 cem N ((28, 757 mm), 
0,1895 g Substanz gaben 0,4242 g CO2 und, 0,0895 g H20. 


Berechnet fiir C7H;NO:z: Gefunden : 
C 61,28% 61,05% 
H 5,14% 5,28% 
N 10,22% 9,97% 


B. User pas VERHALTEN DER AMIDOBENZOESAUREN 
IM ORGANISMUS DER SCHILDKROTE. 


Die Angaben iiber das Vorhandensein von Hippursaéure im 
Reptilienharn stimmen sehr wenig mit einander tberein. Im 
hiesigen Institut wurde das Verhalten des Organismus der Schild- 
kréte gegenitiber der einverleibten Benzoeséure untersucht (1926). 
Dabei wurde sicher festgestellt, dass sich ein dusserst kleiner Anteil 
verabreichter Benzoeséure mit Glykokoll paart und im Harn aus- 
geschieden wird. 

Meine Fiitterungsversuche mit drei isomeren Amidobenzoe- 
sduren an Schildkréten beweisen, dass nach Eingabe von Amido- 
benzoeséuren weder die entsprechenden Glykokollverbindungen 
noch andere gepaarte Produkte im Harn auftreten. 


1. Fiitterung von m-Amidobenzoeséure. 


125 Schildkréten wurde zuerst die Haut um den Anus mit 
einem Faden abgebunden, um den Harn ohne Verlust zu erhalten, 
und dann je 0.4g m-Amidobenzoesiure als Natriumsalz in wis- 
seriger Loésung injiziert. Die Menge des 24 stiindigen Harns 
betrug 3640 cem. Der Harn wurde wie beim Froschharn zuerst zu 
diinnem Sirup eingedampft, mit heissem Alkohol extrahiert, der 
Alkoholauszug eingedampft, in Wasser gelést, mit Essigsiure 
angesduert, und wiederholt mit grossen Mengen Ather extrahiert. 
Die atherische Losung wurde hierauf abgedampft, der Riickstand 
in wenig Wasser aufgenommen und mit Tierkohle entfarbt, woraus 
im ganzen 15,5 g reine m-Amidobenzoesdure isoliert wurden. Ihr 
Schmelzpunkt liegt bei 180°. 
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0,1642 g Substanz gaben 14,8 cem N (21°, 761 mm), 
0,1277 g Substanz gaben 0,2868 g COz und 0,0618 g H.0. 


Berechnet fiir C;7H;NO.: Gefunden : 
C 61,28% 61,25% 
H 5,14% 5,41% 
N 10,22% 10,22% 


2. Fiitterung von p-Amidobenzoesiure. 

128 Schildréten wurden je 0,4g p-Amidobenzoesiure als 
Natriumsalz in wasseriger Losung subeutan injiziert. Der Harn 
wurde in der oben beschriebenen Weise verarbeitet. Aus Ather- 
extrakt wurde nur die unverdndert ausgeschiedene Siure isoliert. 
Aus heissem Wasser umkrystallisiert, schieden sich schéne Nadeln 
aus, die bei 192° schmolzen. 


0,1245 ¢ Substanz gaben 11,3 cem N (17,5, 763 eem), 
0,1348 g¢ Substanz gaben 0,3040 ¢ CO.z und 0,0646 g H.0. 


Berechnet fiir C;H;NO.: Gefunden : 
C 61,28% 61,50% 
H 5,14% 5,384% 
N 10,22% 10,50%. 


Sie erwiesen sich als unverdnderte p-Amidobenzoesaure. 
Im ganzen wurden 51,2 ¢ verfiittert und die wieder gewonnene 
Menge betrug 12,4 g. 


3. Fiitterung von o-Amidobenzoesiure. 

o-Amidobenzoeséure wurde in Form von Natriumsalz in 
Wasser gelist in einer Gesamtmenge von 38,2 g¢ an 126 Schildkréten 
subeutan eingespritzt und zwar in taglich einmaliger Dosis von 
0,2-0,4¢. Die vereinigten alkoholischen Ausziige der frisch ein- 
eedampften Urine wurden nach dem Abdestillieren mit Wasser 
aufgenommen und unter Zusatz von Essigséure mit grossen Mengen 
Ather extrahiert. Nach mehrfachen Untersuchungen bekam ich 
wiederum nur die unveriindert ausgeschiedene o-Amidobenzoeséure 
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als weissliche, nadelférmige Krystalle, die gegen 152° schmolzen. 
Im ganzen erhielt ich nur 1,1g, also unter 3% der verabreichten 
Mengen. 


0,1286 g Substanz gaben 11,7 cem N (18,760 mm), 
0.1425 g Substanz gaben 0,3190 g COz und 0,0678 g H20. 


Berechnet fiir C;7H;NOz:: Gefunden: 
C 61,28% 61,05% 
H bac 5,302% 
N 10,22% 10,46%. 


Es unterliegt keinem Zweifel, dass die hier erhaltene Ver- 
bindung mit o-Amidobenzoesiure identisch war. Unentschieden 
bleibt dabei, warum sich o-Amidobenzoesiure verschieden von 
beiden Isomeren verhalt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Bei den Versuchen an Fréschen zeigte sich, dass drei isomere 
Amidobenzoesauren nach der Fiitterung stets gleichmassig in etwa 
20% in dem Harn unveradndert ausgeschieden werden. Trotz 
sorgfaltigen Suchens nach Uramidobenzoesiuren und Amido- 
hippursauren wurden solche doch nicht gefunden. 

Ahnlich wie bei Fréschen verhielten sich Meta- und Para- 
Amidobenzoesaure bei Schildkréten, wahrend die Ortho-Verbin- 
dung im Organismus diéses Tiers sehr leicht umgewandelt wurde 
und nur ein kleiner Teil (weniger als 3%) unverandert in den 
Harn tberging. Demnach ist das physiologische Schicksal der 
Meta- und Para-amidobenzoesdéure im Organismus der Schildkrite 
ahnlich dem, das Komori mit Sendju und anderen (1926) fiir 
die Benzoeséure beobachtet haben, dass sie namlich mit Glykokoll 
sich kaum paart und in etwa 20% im Harn ausgeschieden wird. 

Die weitere Frage, ob die o-Verbindung im Organismus der 
Schildkrote eine Glukuronsdurepaarung eingeht, steht noch dahin. 
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In the preceding paper (1928) I have reported the inactiva- 
tion of jack bean urease by a trace of unknown inhibitors con- 
tained in distilled water ete., which was intensified by increasing 
the pH of the medium. 

In the present study I have been concerned with the influence 
of the pH upon the inactivation of urease by using some heavy 
metal salts, in order to confirm the former results about unknown 
inhibitors, and further to make as clear as possible the nature of 
the urease inactivated by a heavy metal ion. 


Experimental part. 


I. THE COMPARISON OF ACETATE AND PHOSPHATE AS BUFFER 
SOLUTIONS FOR THE RESEARCH OF THE INACTIVA- 
TION OF UREASE. 

In the following experiments, I used an acetate mixture as 
a buffer solution, because, as shown in the previous paper, the 
usual phosphate buffer itself has already shown some protective 
action against urease inactivation. 

Compared with phosphate, however, the buffer action of 
acetate was weak at neutral range, therefore the pH was adjusted 
by adding drop by drop n/20 acetie acid solution and comparing 
with the standard colour during the reaction. 
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1. The protective action of phosphate against unknown n- 
hibitors in distilled water. 
Urease (dialysed) 0.11 mg 
fo e urea in 10 ce. m/10 buffer solution (pH 7.0) 
Dor oUt 


O.1¢g nee Beeson 
Buffer solution ee STG, Ce) ered OS 
Phosphate mixture + 15S = 
= #6 = 13.1 14 
Acetate mixture == teil 3p) 


2. Zn salt influence in phosphate solution. 


Urease 0.11 meg 


ie eg urea in 10 ee. m/10 phosphate solution (pH 7.0) 
25°30’ 


Substance added Activity 
Glycocoll 0.1 gm. 15.2 
= 14.4 
Zn 0.02 mg (added as ZnSO.) 13.7 
a 0205 14.2 
sy  WRIK@) 13.9 
0220 13.6 


9 


3. Zn salt mfluence in acetate solution. 
| Urease 0.11 mg 


0.1 ¢ urea in m/10 acetate solution (pH 7.0) (previously treated 


with fibrin as described in preceding paper) 
25° 30% 
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Substance added Activity 
Glycocoll 0.1 gm. 14.2 
—— 12.0 
(not treated with fibrin) 8.3 
Zn 0.01 mg 10.9 
» 0.02 9.6 


5 WHO) 7.5 


phosphate buffer, but distinctly in the acetate buffer, as well as 
in the case of the inactivation by unknown inhibitors, and nearly 
all inhibitors are removed from the reaction system by the pre- 
vious treatment with fibrin, which was always used in the follow- 
ine experiments for the removal of unknown inhibitors. 
Such a distinct inactivation in an acetate buffer is never due 
to acetate itself, as is shown in the following experiment. 
4. Acetate influence on urease. 
Urease 0.11 mg 
1% urea 10¢.¢c. (not previously treated with fibrin) 
25° 380" pH 7.0 


Acetate cone. | Outhe Glyeocol] Aceinite 
in solution | added 

n ra 

19 | 15.5 
0 | ~ 

7.4 
a | = 

20 8.2 
os | A 

a 8.0 
els ee 

5 fe 

=. = 6.9 

2.5 2 
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II. pH INFLUENCE UPON THE INACTIVATION BY SOME 
HEAVY METAL SALTS. 


5. Inactivation by Zn ton. 
Urease 0.11 mg 


0.1 2 urea in 10 ce. n/10 acetate solution 


Zn 0.08 me (1.2X10-4 mol) (added as ZnSOx,) 


Dp 30" 
" : ACtiNaty, Inactivation 
P +0.1 gm. = mkeqesill Jo 
glyeocoll (G) sy 
lee 10.9 Alyy 84 
7.0 LS 4.8 60 
6.0 9.9 9.8 0 
Urease 0.11 mg 
«+ ym 0.30mg (4.5<10-* mol) 
Si Oe 
Activity T Pes ee 
pel nactivation 
+6 — «6 a 
lee 9.2 0.0 100 
7.0 10.6 0.8 92 
6.0 8.7 2 17 
6. Inactivation by Cu ion. 
Urease 0.11 mg 
Cu 0.003 mg (4.7<10-6 mol) (added as CuSO.) 
29> 300 
Activity pre 
pH Inactivation 
+6 —«@ © 
(fe) 11.0 0.0 100 
720 TESS 0.6 94 
6.0 9.9 | 3.8 62 
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Some amount of CuSO, was added to the urease solution to 
bring about the precipitation which was redissolved by the addition 
of elycoecoll. 

7. Inactwation by He ton. 

Urease 0.17 mg 
| He 0.0005meg (2.4X10-7 mol) (added as HeCl,) 


257530 
a ee 

| Activity Tefal 

pH /- ae ee = a BEV Ah 
+ 16me KON | — KCN ae 
7.0 15.3 | 0.5 | 97 
6.0 12.7 | 0.4 | 97 
} | 


At pH 7.0 and 7.3 urease (0.11 mg—0.17 mg) was greatly 
inactivated, to almost the same extent by 4.5x10-4 mol Zn, 
4.7X<10-° mol Cu or 2.41077 mol Hg, while at pH 6.0 the same 
amount of Zn showed no influence or a very slight influence upon 
urease, but Cu already inactivated by 62 % of total urease and 
the inactivation by Hg was secareely decreased with increasing 
acidity. 

Previously, Kodama (19283) observed that the Zn ion com- 
bined with the protein anion (ovalbumin) only on the alkaline 
side of its isoelectric point (pH 5.7), but the Cu ion combined 
even on the acidie side (pH 5.1) and the Hg ion farther on the 
acide side (pH 4.0). 

Accordingly as regards the pH influence, a distinct similarity 
is recognized between the inactivation of urease by a heavy metal 
ion and the combination of protein with a heavy metal ion. 

Regarding the increase of the inactivation of an enzyme by 
a heavy metal ion in alkaline medium, H. v. Euler & K. 
Myrback (1923) have also made observations in the case of 
saecharase inactivation by Ag ion. 

From these facts I suggest that urease exists on the alkaline 
side aS a more easy combinable form with a heavy metal ion, 
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or a more anionic form, than on the acidic side, and combines with 
a metal ion to form an indissociable complex salt, which is no 
longer reactive with urea and is first decomposed by the addition 
of elyeoeoll or other auxosubstances to set urease free. 

On the other hand, I attempted the isolation of crystalline 
urease by Sumner’s modified method (1928), but always failed to 
obtain an active and erystaline urease such as Sumner describes. 

Therefore in spite of the above similarity to protein, I can 
not determine whethet or not urease is equal to protein, as de- 
scribed by Sumner, and whether the chemical group combinable 
with a metal cation in urease molecule is COOH radical just as 
in protein, or whether some complex group necessary for catalytic 
action in urease is especially sensitive to metal as suggested by 
Jacoby (1927). 


III. pH INFLUENCE UPON THE INACTIVATION BY HALOGEN SALTS. 


In the case of halogen salts, a larger amount was required 
for the inactivation of urease than in the ease of a heavy metal 
salt. 

8. Inactivation by KI. 
| Urease 0.383 me 
J 0.1 ¢ urea in 10 ce. n/10 acetate 
ie 2¢ (1.2 mol) 


20° 15’ 


Activity 
pH Sail Jo TK Inactivation 
: = Se ae Jo 
+0.1 gm. glycocoll (G) + G: | — G 
: -/ _—- : = 
{fee} | 10.5 {hf 7.0 0 
6.0 10.2 ees | 1.0 86 


Urease 0.13 mg 
Vl 2.2 (12 mol) 
625° 15) 
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Activity 
| F - 
pH == TI aL. aeeir Inactivation 
a 
+ 0.1 gm. G +126 — GC 
7.3 14.4 7.6 4.5 41 
6.0 14.1 4.2 1.0 76 
9. Inactwation by NaCl. 
Urease 0.26 me 
NaCl 1g (1.7 mol) 
TAS GY 
Activity 
pH — Na@l + NaCl 
a- hil earn, (6; ap = (6 
7.3 20.4 5.0 4,2 
6.0 LOE: 6.8 6.1 
10. Comparison of inactivations by KCl and KI. 
Urease 0.26 me 
Kel We 
7 Soe leis mol) 
KT 2.2¢em 
pH Salt added | 1 gem. glycocoll (1.3 mol) Activity 
7.0 — Tle 8.9 
. KCl | + 4.8 
” ” a | 4.7 
2 ical “+ 4,8 
— | 4.7 
” ” | 
6.0 == at oe 
4 KCl + | 3.9 
- = | 4.9 
>, KI + Al Al 
= 0 
” ” 
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In these cases urease was greatly inactivated even by the 
addition of glycocoll, which was supposed to be due to a physical 
change of urease in the high concentration of salt (10-20% 

pH influence on inactivation was scarcely observed in the case 
of NaCl or KCl, but about KI the influence of pH was recognized 
and was inverse to those in the case of a heavy metal, that is, 
the inactivation increased on the acidic side. 

But for this reason I can not decide whether this increase is 
ascribable to the more ecathionie existence of the urease molecule 
on the acidie side, or to the trace of free iodine produced from 
KI in a slightly acidic medium, despite the fact that no free 
iodine could be detected by the starch test during the reaction, 
because even a trace of free iodine is sufficient to inactivate urease, 
as is Shown in the following. 

11. Comparison of inactivations by free iodine and tonic 
iodine. 

f Urease 0.33 m 
95215" pH. 70 


Jo 


Substanee added 0.1 gm. glycocoll Activity 

= am 11.9 

KI 1 gm. (0.6 mol) aaa 11.0 

» =F 10.8 

KI 0.2gm.+free I 0.2 mg (0.0015 mol) | — 0.0 

3? 33 | + 0.0 
SUMMARY. 


The inactivation of urease by a heavy metal ion is intensified 
with the increasing pH of the medium, that is, a less injurious 
heavy metal (Zn) is inhibitory only on the alkaline side from 
about pH 6.0, but a more injurious metal (Cu or Hg) is inhibitory 
both on the alkaline side and somewhat even on the acidic side. 
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This fact is very similar to the pH influence upon the com- 
bination of protein with a heavy metal observed by Kodama 
(1923 

As regards the pH influence, the unknown inhibitors spon- 
taneously contained in distilled water ete., reported in the preced- 
ing paper, are considered to be due to contamination with a trace 
of some heavy metal ions. 

Free iodine is very injurious to urease compared with KI 
and the inactivation by KI increases on the acidic side inverse 
to those by a heavy metal ion. 
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STUDIEN UBER DIE FERMENTATIVE SPALTUNG 
DER ACETYL-, FORMYL-, UND BENZOYL- 
DERIVATE DER AMINOSAUREN. 


Von 


HIDEO KIMURA. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der kaiserlichen Universitit 
zu Kioto. Direktor: Prof. Dr. K. Mayeda.) 


(Eingegangen am 18. Oktober, 1928.) 


Seit O. Schmiedeberg im Jahre 1881 das Histozym, das die 
Hippursaure in Benzoesiiure und Glykokoll zu spalten vermag, 
in den Nieren des Schweins und der Leber des Hundes entdeckt 
hatte, wurde dieses Enzym in verschiedenen Oreanen verschiedener 
Sidugetiere aufgefunden. 

Das Histozym spaltet nicht nur die Hippursiure, sondern 
auch die Benzoylderivate anderer Aminosiuren (Muteh, 1912; 
Tamura, 1924). Nach Bondi und seinen Mitarbeitern (1909, 
1910) werden die sogenannten Lipopeptide wie Butyrylelycin, 
Butyrylalanin, Laurylelyein, Laurylalanin uws.w. durch die 
autolysierende Niere und Leber gespaltet. Nach diesen Ergeb- 
nissen ist es noch nicht sichergestellt, ob die Spaltung der Lipopep- 
tide dureh das Histozym selbst, oder ein vom Histozym ganz 
anderes Gewebsferment hervorgerufen wird. 

Um diese Frage aufzukliiren, stellte ich die Acetyl- und 
Formylderivate von Glykokoll, dl-Leucin und dl-Phenylalanin dar, 
less darauf die Glycerinausztige verschiedener Organe vom 
Kaninechen, Schwein und Hund einwirken und _ bestatigte, dass, 
wie aus den unten gegebenen Tabellen ersichtlich ist, die Acetyl- 
derivate der Aminosiuren dureh die gebrauchten Organausziige 
nicht gleich stark hydrolysiert werden und ferner die Spaltung 
der Acetyl- und Formylderivate der Aminosaéuren mit der Spal- 


tune der Hippursiure nicht parallel verlautt. 
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Experimenteller Teil. 


I. DarsTELLUNG DER ACETYL- UND FORMYLDERIVATE VON GLYCIN, 
dl-Leucin uND dl-PHENYLALANIN. 


Acetylglycin: 

Acetylglyein wurde nach T. Curtius und Radenhausen 
dureh Erwirmen von Glykokoll mit etwas mehr als der berech- 
neten Menge reinen Essigsiureanhydrids dargestellt. 


Acetyl-dl-Leucin: 

5e@ dl-Leuein wurden mit dem gleichen Volumen Essigather 
auf dem Wasserbade erhitzt. Dann wurde die heisse Mischung 
mit der 14% fachen Menge remen KEssigsaureanhydrids versetzt. 
Nach einiger Zeit wurde unverandertes dl-Leucin durch Alkohol- 
zusatz gefallt und abfiltriert. Das Filtrat wurde auf dem Wasser- 
bade unter Ersatz von Alkohol bis zum Verschwinden des Kssig- 
siuregeruchs abgedampft. Der krystallinische Riickstand wurde 
aus heissem Wasser umkrystallisiert. Ausbeute: 4,5 g¢. Schmelz- 
punkt 161°C. 


Acetyl-dl-Phenylalanin: 

og@ nach Hrlenmeyer jun. durch Synthese aus Hippursdure 
und Benzaldehyd hergestelltes reimes dl-Phenylanin wurden so 
leicht wie bei Acetyl-dl-Leucin acetyliert. Das aus heissem Wasser 
umkrystallisierte Produkt stellte rhombisehe Tafeln dar und 
schmolz bei 144°C (unkor). Ausbeute 4 ¢. 


0,1602 ¢ Substanz verbrauchten zur Neutralisation des Am- 
moniaks 7,75 cem n/10 Schwefelsaure. 


Berechnet ftir CH;CO:-NH:-CH(CH2C.Hs)- COOH 6,76%N. 
Gefunden 6,79%N. 


Formylglycin, Formyl-dl-Leucin und Formyl-dl-Phenylalanin 
wurden nach E. Fischer durch Formylerung von Glycin, dl- 
Leuein und dl-Phenylalanin dargestellt. 
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Il. Wirkune per Guycerinausziian per KANINCHENORGANE AUF 
DIE ACETYL- UND FoRMYLDERIVATE voN Guyctn, dl-Leucmn 
UND dl-PHENYLALANIN UNTER BESONDERER BerticK- 
SICHTIGUNG DER SPALTUNG DER HippuRSAURE. 

Der Organglycerinauszug wurde auf folgende Weise her- 
gestellt: Nach Abtéten durch Verblutung wurden die Organe 
moglichst bald aus dem Korper entfernt. Jedes Organ wurde mit 
Sand und dann mit der 3 fachen Gewichtsmenge Glycerin gut 
verrieben und im Hisschrank aufbewahrt. Beim Gebrauch wurde 
die obere schwach getriibte Schicht abpipettiert. 

1) Versuch nut Acetyl-, Formyl- und Benzoylglycin (Hip- 
pursaure). 

0,125 ¢ Acylaminosiiuren wurden durch Zusatz einer berech- 
neten Menge von n-Natronlauge in Natriumsalz tibergefiihrt, mit 
5cem m/15 Phosphatmischung (pH 7,0-7,2) und 2 c¢em Organ- 
elycerinauszug versetzt, mit Wasser auf 25 cem gebracht und 
unter Toluolzusatz bei 387°C digeriert. 

Zur Kontrolle wurde das Gemisch, welches 2 eem Glycerin- 
auszug und 5cem m/15 Phosphatmischung in 25cem Wasser 
enthielt, mit etwas Toluol versetzt und bei 37°C digeriert. 

Der abgespaltene Aminostickstoff bei der Digerierung wurde 
durch Formoltitration nach Sérensen bestimmt. Die dabei er- 
haltenen Resultate sind in Tabellen I, If und IIIT angegeben. 

2) Versuch mit Acetyl- und Formyl-dl-Leucin und Acetyl- 
und Formyl-dl-Phenylalanin. 

Bei diesem Versuch wurde in ganz derselben Weise wie beim 
vorigen gearbeitet. 

0,125 @ Acetyl- und Formylderivate von dl-Leucin und dl- 
Phenylalanin wurden in berechneter n-Natronlauge geldst, mit 
5eem m/15 Phosphatmischung (pH 7,2) und 2 cem Organextrakt 
versetzt und mit Wasser auf 25 ecem gebracht. Das Digestions- 
gemisch wurde unter Toluolzusatz bei 37°C digeriert. 

Die Tabelle IV gibt nur die wahre Zunahme des Alkali- 
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TABELLE I. 


a) Acetylglycin. 


0,125 g Acetylglycin + 2 cem Organextrakt +5 ccm m/15 Phosphatmischung + 
Das Gemisch wurde unter Toluolzusatz bei 37°C digeriert 


18 cem Wasser. 


und 5c¢em desselben von Zeit zu Zeit fiir die Bestimmung entnommen. 


Kontroll- |/Verdauungs- 
versuch fllissigkeit 
alsa Sy, Crean Abgespal- 
Organe Stunden Alkaliv a Alkaliy Ae Zunabme emiee 
: brauch brauch Nin % 
in 5 ecm in 5 cem tae ee 
(n/10 Alkali}(n/10 Alkali 
: in com) in cem) 
0 1,20 1,20 0 
Nier 20 120 3,40 0) 100,0 
WIENS 68 1,20 3,50 2,30 104,5 
140 1,20 3,50 2,30 
0 1,20 1200) e010 
: 20 1,20 ES) 1,15 70,5 
Leber 68 1,20 3.50 2,30 104,5 
140 1,20 3,50 2,30 
ow 0 1,00 1,00 0 
ee 20 1,00 1,00 0 
Pankreas 68 1,00 1,05 0,05 
140 1,00 1,40 0,40 18,2 
0) 1,20 1,20 0 
~ 20 1,60 1,85 0,25 
oem 68 1,70 2,40 0,70 
140 1,70 2,95 125 56,8 
Muskel a 1,00 1,00 0 
(Musculus ae 1,10 1,20 0,10 
Banas 58 1,10 1,20 0,10 
: ¢ Rte 140 1,10 1EO5) 0,15 6,8 
) 1,00 1,00 0 
Tiler 20 1,00 aah) 0,10 
68 1,00 1,10 0,10 
140 1,00 I B355 0,35 15,9 
: 1,10 1,10 0 
S) 1,10 1,20 0,10 
T a 
sacs 68 1,10 1350 0.40 
Pate, 140 1) DES 0,75 34,10 
ut) 1,00 1,00 0 
Hoden 2 1,00 LEAK) 0,10 
68 1,00 1,20 0,20 
140 


1,10 1,80 0,70 31,8 
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TABELLE IT. 
b) Formylglycin. 
0,125 g Formylglycin + 2 cem Organextrakt +5 cem m/15 Phosphatmischung + 
18cem Wasser. Das Gemisch wurde unter Toluolzusatz bei 87°C digeriert 
und 5cem desselben von Zeit zu Zeit fiir die Bestimmung entnommen. 


Kontroll- |Verdauungs- 
versuch fliissigkeit 
eae See AT ET See Abgespal- 
Organe Stunden | Alkaliver- | Alkaliver- | 7 nonme tener 
brauch brauch Nene 
pees = is are Nin %. 
in. 5 eem in 5 ccm 
(n/10 Alkali/(n/10 Alkali 
in cem) in cem) 
0 1,2 a 1S275) 0,05 
Nice 20 1,20 Bie U5) 1,95 81,2 
NEE 68 1,20 3,80 2,60 108,3 
140 1,20 3,80 2,60 
0 1,20 1,25 0,05 
oher 20 1,20 2,00 0,80 33,8 
soe 68 1,20 3,30 2,10 87,5 
140 1.2 3,75 2,55 106,3 
0 1,00 1,05 0,05 
20 1,00 1,03 0,03 
Pankreas 68 1,00 1,05 0,05 
140 1,00 1245) 0,25 10,4 
0 120) 25 0,05 
20 1,60 1,75 0,15 
Darm 68 1,70 2,00 0,30 
140 1,70 2,05 0,35 14,6 
ae 0 1,00 1,00 0 
Muskel 20 1,10 1,20 0,10 
(Museulus 68 1,10 1,18 0,08 
psoas ) 140 1,10 1,35 0,25 10,4 
a9 0 1,00 1,05 0,05 
20 1,00 1,15 0,15 
Herz 68 1,00 1,20 0,20 
140 1,00 TES) 0,30 1255 
A 0 1,10 1,10 0 
20 1,10 1,20 0,10 
Lunge 68 1,10 1,30 0,20 
140 1,10 1,55 0,45 18,8 
0 1,00 1,00 0 
2 1,00 1,20 0,20 
Hoden oe 1.00 1,20 0,20 
140 1,10 1,45 0,35 14,6 
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TABELLE III. 


¢) Benzoylglycin. 


0,125 g Benzoylglycin + 2 cem Organextrakt +5 ccm m/15 Phosphatmischung + 


18 cem Wasser. 


Das Gemisech wurde unter Toluolzusatz bei 37°C digeriert 


und 5cem desselben von Zeit zu Zeit fiir die Bestimmung entnommen. 


Kontroll- 


Verdauungs- 
versuch fliissigkeit 
Spans =a Abgespal- 
Oreene Sr anion — er- | Alkaliver- Waanehine tener 
brauch brauch N in % 
in 5 ecm in 5 c¢cem ‘i 
(n/10 Alkalil(n/10 Alkali 
7 2 \ in eem) in ccm) 
0 1,20 1,20 0) 
at 26 1.20 1,20 0 
Niere 68 1,20 1,40 9,20 
140 1,20 1,50 0,30 21,4 
0 1,20 1,20 0 
; 20 1,20 1,20 0 
Leber 68 1,20 130 0,10 
140 1,20 1,20 0 
5 1,00 1,00 0 
= 20 1,00 1,00 0 
Pankr eas 68 1,00 1 00 0 
140 1,00 1,00 0 0 
0 1,20 1,25 0,05 
a 20 1,60 1,60 0 
Darm 68 L70 1.70 0 
140 1,70 1,70 0 0 
0 1,00 
Muskel 20 ein i ; 
(Musculus 68 110 110 0 
psoas) 140 1.10 1.10 0 0 
= 1,00 1,00 0 
1,00 1,00 0 
Herz 68 1.00 1,00 0 
140 1,00 1,00 0 0 
0 1,10 1,10 0 
20) 1,10 1,10 0 
Lunge 68 110 1,10 0 
140 1,10 1,10 0 0 
Si + 
A 1,00 1,00 0 
1,00 1,00 0 
Hoden 68 1,00 100 0 
140 1,10 1,10 0 0 


Acetyl-, Formyl- und Benzoylderivate der Aminosiiuren. 


TABELLE IV. 


Zunahme d. Alkaliver- 


brauchs in 5 cem 


Verdauungsfliissigkeit 


Abgespalteter 
N in %&%. 


Organe an n/10 Alkali in eem 
Acetyl- Acetyl- |Formyl-| Acetyl- |Formyl- Acetyl- 
dl-Le dl-Phenylalanin dl-Leucin dl-Phen 
——_—_—_—_— 
0 0 0,05 
Niere 0,85 0,70 0,70 
0,80 OF Om me O sO) Salk. || Sassi 56,0 
0 0 0 
0,85 0,20 0,10 
Leber 0,80 55,1 
0,40 0,20 46,8 32,0 
0,40 | 0,20 
0 0 0 
<4 ( 
Pankreas oe f 0 
0,30 0 0 20,7 te 0 
0 0 () 
; OLS 0,05 0) 
Darn 0,75 0 0 | 51,7 
0 i) 43,8 0 
0 0 0) 
Muskel VOR 0,10 0 
(Musculus 0,40 0 0 
psoas) 0,55 0 0 Blk) |) PUL) 0 
0 0 0 
0,15 0) 0 
Herz 0:70 0 0 
0 0 48,3 | 43,8 0 
0 0 0 
5 ) 
Lunge aoe 4 B 
0,70 0 0 48,3 | 26,3 0 
0 0 0 
0,10 0 0 
Hoden 0.55 0 0 
0,65 0 0 44,8 | 31,3 0 
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verbrauchs bei der Digerierung, welehe man durch Abziehen der 
verbrauchten Alkanimenge in der Kontrolllé6sung von der in der 
Digestionsmischung erhalt. 

Aus diesen Tabellen I-IV geht hervor, dass Niere und Leber 
des Kaninchens die Hippurséure ganz sparlich oder tberhaupt 
nicht spalten, Acetyl. und Formylderivate dagegen ausserst 
schnell anzugreifen vermégen und zwar bei dl-Leucin und dl 
Phenylalanin im asymmetrischen Sinne. Die Acetyl- und Formyl- 
derivate von dl-Leuecin wurden nicht nur durch Niere und Leber, 
sondern auch dureh andere verschiedene Organe leicht gespaltet. 


III. Wirkune DES ORGANGLYCERINAUSZUGES DES SCHWEINS AUF 
ACETYL- UND FORMYLDERIVATE VON Guycrn, dl-LeucIn 
UND dl-PHENYLALANIN UNTER BESONDERER BERUCK- 
SICHTIGUNG DER SPALTUNG DER HiIpPuURSAURE. 


Dieser Versuch wurde in der oben beschriebenen Weise aus- 
gefiihrt. 

1) Versuch mit Acetyl-, Formyl- und Benzoylglycin (Hip- 
pursdure). 

Je 0,125 e Acetyl-, Formyl- und Benzoylelyein wurden in der 
berechneten Menge n-Natronlauge gelost, mit 5ceem m/15 Phos- 
phatmischung (pH 7,2) und 2 cem Organextrakt versetzt und mit 
Wasser genau auf 25cem verdiinnt. Das Digestionsgemisch 
wurde unter Zusatz von etwas Toluol bei 37°C digeriert. 

Die dabei erhaltenen Resultate finden sich in Tabelle V 
zusammenegestellt. 

2) Versuch nit Acetyl- und Formylderivaten von dl-Leucin 
und dl-Phenylalanin. 

Je 0,125 ¢@ Acetyl. und Formylderivate von dl-Leucin und 
dl-Phenylalanin wurden in der berechneten Menge n-Natronlauge 
gelost, mit 5cem m/15 Phosphatmischung (pH 7,2) und 2cem 
Organextrakt versetzt und mit Wasser genau auf 25 cem verdiinnt. 


Das Digestionsgemisch wurde unter Zusatz von etwas Toluot 
bei 37°C digeriert. 
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TABELLE V. 


Zunahme d. Alkaliver- 
brauchs in 5 ¢em Formoltitrierbarer 
Verdauungsfitissigk eit N in %. 
Organe Std. an n/10 Alkali in cem 
Acetyl | Formyl- | Benzoyl-| Acetyl- | Formyl- | Benzoyl- 
glycin glycin elycin glycin glycan | glycin 
0 0 0,05 0 
Niere 20 a0 2,40 0,55 100,0 | 100,0 
68 1A) 100,0 
| | 
0 0,05 0,10 0 es | 
20 2,20 1,10 0,10 100,0 | 
Haier 68 2,40 07 | 100,0 
140 1,40 | 100,0 
) () 0,05 0 
20 1,00 Op 0 
Pankreas 68 2,00 0,70 () 
140 2,20 Ika) 0 100,0 
188 Devas 0,20 72,92 14,3 
0 0 0,05 0,05 
20 0,40 0,10 (0) 
Darm 68 1,30 0.85 0 
140 1,90 0,55 0 
188 2,20 0,85 0 100,0 35,4 0 
0 0 0 0 
2() 0,50 0,15 0 
Muskel 68 1ys'5) 0,30 0 
140 1,80 0,35 0 
188 2,05 0,45 0 93,2 18,8 0 
0 0 0 0 
20 0,85 0,80 0,05 
tlerz 68 1,95 0,60 0 
140 2,30 0,85 0 104,5 
188 1,25 0,05 52,1 3,6 
0 0 0,05 0,05 
20 0,30 0,05 (0) 
Lunge 68 0,90 0,20 0 
‘ 140 1,65 0,40 (0) 
188 1,60 9.50 0 (C® 20,8 0 
0 0 0 0 
20 0,30 O15 0 
Hoden 68 0,95 0,30 0 
140 IRDO) 0,30 0 
188 1,65 0,35 0 75,0 14,6 0 
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TABHLLE VI. 


Zunahme d. Alkaliver- 
brauchs in 5 eem Abgespaltener 
Verdauungsflissigkeit N in %. 
Organe Std. an n/10 Alkali in eem 
Aeetyl- Formyl-|Acetyl- |Formyl-| Acetyl- |Formyl-|Acetyl- Formyl- 
di-Leucin dl-Phenylalanin dl-Leucin dl-Phenylalanin 
0 0 0 0 On 
PA | ORGY UES || ORG |) We 48,0 
Niere 68 | 0,70 | 0,80 48,3 | 50,0 
92 0,60 | 0,50 37,0" 
164 0,50 
0 0 0 | 0) 0 
20 Oo) OLS OM Oss 
F 68 | 0,75 | 0,80 tod 7a. 050 
Leber 02 0,60 0,15 48,0 
164 0,25 18,5 
212 0,25 
0 0) 0 0 0 
wee Pie DOM Osc Om Os2 0) 0 0,40 
Pankreas 92 | 0,70 | 0,75 | 0,40 | 0,70 | 48,3 | 46,8 51,9 
164 0,75 | 0565 | 0,60 92,0 
0 0) 0,05 0 0 
20 | 9,60 | 0,10 0 0 
Darm 92 ORS 0,50 0,05 0 lind, 
164 0,65 | 0,15 | 0,05 Sah 
212 O70 O20 005 43,8 | 16,0 
0 0 0 0 0 
20 | 0,60 0 0 0 
Muskel 68 | 9,75 | 0,20 0 0 51,7 
140 0,30 | 0,05 0 
188 0,40 | 0,05 0 25,0 4,0 0 
0 0 0 0 0 
20: | 0575 | 0520 0 0 
Herz 68 | 0,75 0,45 0,10 0) ol,7 
140 0,70 | 0,20 0 43,8 | 16,0 
188 0,70 | 0,20] 0 0 
0 0 0 6 0 
20 | 0,50 | 0,05 0 0 
ones 140 | 0,75 | 0,45 | 0,05 1 0 51,7 
212 0,50 | 0,10 0 31,3 8,0 0 
4) 0 0 0 0 
20 | 0,40 | 0,05 0 0 
Hoden Cor mO ome dO 0 0 
TAO | SOO OSB 0.0 0 51,7 
188 9,40 | 0,10 | 0,05 25,0 8,0 3,7 
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Die Resultate sind in Tabelle VI zusammengestellt. 

Wir sehen aus den Tabellen V und VI, dass alle Oreane des 
Schweins Acetyl- und Formylderivate spalten und Hippursiiure 
auch in der Niere und Leber vollstandig angegriffen wird. 

Bemerkenswert ist, dass Acetyl- und Formyl-dl-Phenylalanin 
durch Pankreas viel besser als durch Niere oder Leber abgespalten 
wird, wahrend Hippursiure durch Pankreas fast unzersetzt bleibt. 

Die Acylderivate der racemischen Aminosiuren wurden wie 
bei den mit Kaninchenorganen ausgefiihrten Versuchen im asym- 
metrischen Sinne gespalten, indem der Atherauszue der digerierten 
Flissigkeit, in den die nicht zersetzte Acylaminosadure iibergeht, 
die Drehung der Acylderivate der in der Natur nicht vorkom- 


menden Aminosaurekomponente zeigte. 


IV-a. WIRKUNG DES ORGANGLYCERINAUSZUGES DES HUNDES AUF 
ACETYL- UND FORMYLDERIVATE VON GuycIn, dl-Lrucin UND 
dl-PHENYLALANIN UNTER BESONDERER BERUCK- 
SICHTIGUNG DER SPALTUNG DER HIPPURSAURE. 

Dieser Versuch wurde in derselben Weise wie bei Kaninechen 
ausgefihrt. 

1) Versuch mit Acetyl-, Formyl- wnd Benzoylglycin (Hip- 
pursiure). 

Je 0,125 @ Acetyl-, Formyl- und Benzoyglycin wurden in der 
berechneten Menge n-Natronlauge gelost, mit 5 ecm m/15 Phos- 
phatmischune (pH 7,2) und 2 cem Organextrakt versetzt und mit 
Wasser auf 25 cem verdiinnt. Das Gemisch wurde unter Zusatz 


. 


von etwas Toluol bei 37°C digeriert. 
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TABBLEE VII 


Zunahme d. Alkaliver- 
brauchs in 5 cem Abgespaltener 
Verdauungsfliissigkeit N in %. 
Organe Std. an n/10 Alkali in cem 
Acetyl. | Formyl- | Benzoyl-| Acetyl. | Formyl- | Benzoyl- 
glycin glycin glycin glycin glycin glycin 
0 0 0) 0 
22 2,30 2,25 0,25 
Niere 68 2.30 2,50 0,35 104,5 104.2 
140 0,40 28,6 
188 0,40 
0 0 0 0) 
29 0,05 0,05 0,05 
Leber 68 0,10 0,10 0 
140 0,10 0,15 0,05 
188 0,15 0,15 0,0 6,82 6,3 3,6 
0 0 0) 0 
2° 0,10 0 = 
Pankreas 68 0,25 0,15 0 
140 0 25 0,15 0 
188 0,30 0,15 0 13,6 6,3 0 
0 0 0 0 
22 0 0,05 0 
Darm 68 0,15 0,15 0 
140 0,35 0,25 0 
188 0,45 0,20 0 20,5 8,3 0 
0 0 0 0 
Muskel 22 0 0 0 
(Museulus 68 0 0,10 0 
psoas) 140 0,15 0.15 0 
188 0,20 0.20 0 9,09 8,3 0 
0 0 0,05 0 
22 0 0 0 
Herz 68 0 0 0 
140 0 0,05 0 
188 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 
22 0 0,05 0 
Lunge 68 9,05 0,05 0 
140 0,10 0,20 0) 
188 0,15 0,15 0 6,8 6,3 0 
0 0 0,05 0 
22 0,05 | 0,05 0 
Milz 68 0,10 0,15 0 
140 0,10 0,20 0 
188 0,10 0,15 0 4,6 6,2 0 
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2) Versuch mit Acetyl- und Formylderivaten von dl-Leucin 
und dl-Phenylalanin. 

0,125 g¢ Acetyl- und Formylderivate von dl-Leucin und dl- 
Phenylalanin wurden in der berechneten Menge n-Natronlauge 
gelost, mit 5cem m/15 Phosphatmischung (pH 7,2) cand 2 cem 
Organextrakt versetzt und mit Wasser genau auf 25 cem verdiinnt. 
Das Digestionsgemisch wurde unter Zusatz von etwas Toluol bei 
37°C digeriert. 

Die Resultate sind in Tabelle VITE zusammengestellt. 


TABELLE VIII. 


Zunahme d. Alkaliver- 
brauchs in 5 cem Formoltitrierbarer 
Verdauungsfliissigkeit N in &. 
Organe Std. an n/10 Alkali in eem 
Acetyl- |Formyl-| Acetyl- |Formyl-|Acetyl- |Formyl-|Acetyl- |Formyl- 
dl-Leucin dl-Phenylalanin dl-Leucin | dl-Phenylalanin 
0 0 0 0) 0) 
20 OOo 0,85 0,50 ty) 
Niere 68 0,75 0,85 | 0570 | 0,15 ray ay Lata b | 
140 0,75 0,35 60,0 | 
188 | 0,45 | 33,0 
a | 
2 0 0 0 0 
20 | 0,05 | 0,05 0 0 
Leber OS 0 2pm, 10 0 0 
140 0,55 | 0,20 0 0 ey 
188 0,55 | 0,20 0 0,05 37,9 0 | @) 
0 0 @) 0 0 | 
20 0,45 | 0,15 0 0,25 
Pankreas 68 | 0,60 | 0,30 | 0,05 | 0,60 | 
140 0,70 0,50 | 0,20 0,60 
188 0,75 0,45 | 0,15 0,55 Oey 28,1 12,0 | 40,7 
| 


In allen oben geschilderten Versuchen wurde die Substanz 
in 0,5%-iger Liésung benutzt. Da beim Vergleichen der enzyma- 
tischen Spaltung der Verbindungen die molare Losung recht 
rationell sein soll, gebrauchten wir in den darauffolgenden Unter- 
suchungen 1/160 molare Liésung der Substanz im Natriumsalze. 
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TABELLE Tf. 


Zunahme d. Alkaliver- 
brauchs in 5 cem 
Verdauungsfliissigkeit 
an n/10 Alkali in eem 


N in &%. 


Formoltitrierbarer 


Organe Std. | Beszoul l Benzoyl: 
Acetyl-|Formyl-|Benzoyl-|  d- Acetyl- Formyl-Benzoyl-| dl 
glycin glycin glycin | Phenyl} glycin | glycin | glycin Phenyl- 

| alanin alanin- 
0 0 Oe oO 0 
20 1,32 alte OR 0,17 
Niere 68 1532 1,30 0,55 0,35 | 105,6 | 104,0 
162 a4 1,30 0,75 0,55 44,0 
264 or = 0,80 0,50 64,0 
0 0 0 0 
20 0 0,02 0) 
Leber 68 0 0,05 0 
192 0,10 9,03 0,05 
264 0,15 0,10 0,15 0 12,0 8,0 IE 0 
0 0 0 fi) 0 
20 0,15 0,05 0 0 
Pankreas 68 0,60 0,15 88,0 
192 1,10 0,30 0 0 
288 1,10 0,25 0 0,10 20,0 0 8,0 
0 0 0 0 0 
2 9,03 0,08 0 0 
Darm 68 0,10 0,05 0 0 
192 0,35 0,10 0) 
288 0,59 0,15 0,10 0,10 44,0 12,0 8,0 8,9 
0 0 i) 0 0 
20 0 0,05 0 0 
Muskel 68 0,05 0,05 0,05 0,05 
192 0,15 0,15 0,05 0,03 
E 288 0,20 0,20 0,10 0,10 16,0 16,0 8,0 8,0 
0 0 0 0 0 
20 i) 0 0,05 0 
Herz 68 0 0 0 0 
Loo 0 0,03 0 0 
: 288 0,05 ) 0,05 0.05 4,0 0 4,0 4,0 
0 0) 0 0 0 
20 0 0 0 0 
Lunge 68 0 0,10 (0) 0 
192 0,10 0,10 0 0 
288 | 0,15 0,05 0,05 0,05 12,0 4,0 4,0 4,0 
0 0 f) 0 0 
20 0) 0) 0 0 
Milz 68 0 0,03 0 
192 0,10 0,05 0 
: _| 288 0,15 0,06 0 0 12,0 4,0 0 0 
0 0) 0 0 0) 
20 0) a) 0 Q 
Hoden 68 0 0 0,02 0 
192 0,10 0,05 0,02 
288 0,15 0.10 0,05 0,10 12,0 8,0 4,0 8,0 
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TABELLE X. 


Zunahme d. Alkaliver- 


brauchs in 5 eem Formoltitrierbarer 
Verdauungsfliissigkeit N in %. 
Organe Std. an n/10 Alkali in ceem 
Acetyl |Formyl-| Acetyl- |Formyl-|Acetyl- |Formyl-|Acetyl- |Formyl- 
dl-Leucin dl-Phenylalanin dl-Leucin / dl-Phenylalanin 
Q () 0 0 0 
20 0,55 0,65 0,52 0,02 
Niere 68 0,55 0,65 0,65 0,15 | 
192 0,58 0,65 05385 || 4650 |) 52,0 | 5250 | 2850 
288 = — — 0,30 
0) 0 0 0 0 
20 0,02 )),02 0 0) 
Leber 68 0,18 0,05 0) 0 
192 0,40 0,10 0 0 
288 0,50 6,15 0 0,05 | 40,0 12,0 0) 4,0 
0 0 0 0 0 
20 0,55 9,85 0,15 0,45 | 
Pankreas 68 0,55 0,50 0,30 0,60 51,0 
192 0,55 0,60 0,55 0,65 
288 0,60 0,65 0,65 | 48,0 51,0 | 51,0 
0 0 0 ) 0 
20 0,18 0,08 9) 0) 
Darm 68 0,55 0,20 0,05 0,05 
192 0,60 0,33 0,05 0,15 
288 0,55 ),45 0,15 0,30 | 44,0 | 36,0 | 12,0 | 24,0 
0 0 0 0 0 
20 0,10 0,07 0,08 0 
Muskel 68 0,35 0,15 0 )) 
192 0,60 0,25 0 0 48,0 | 28,0 4,0 0 
288 0,60 0,35 0,05 0 
0 0 0 0 0 
20 0 0 0 0 
Herz 68 0,07 0,05 0 0 
192 0,20 0,10 0 ) 
288 0,30 0,10 0 0 24,0 8,0 0 0 
0 0 0) 0 
20 0,08 0 0 Q 
Lunge 68 0,20 0,10 0 Q 
192 0,50 0,20 0) 0 
288 0,05 0,25 0 0 44,0 | 20,0 0) 0 
() 0 0 0 0 
20 0,08 0 0 0 
Milz 68 0,35 0,10 0 0 
192 0,50 0,20 0 0 
288 0,55 0,25 () 0 44,0 | 20,0 0 0 
0 0 0 0 ty) 
20 0 0 0 0 
Hoden 58 0,10 0,02 0 ; 
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IV-b. WirKUNG DES ORGANGLYCERINAUSZUGES DES HUNDES AUF 
ACETYL- UND FORMYLDERIVATE VON GLycINn, dl-LEUCIN UND 
dl-PHENYLALANIN UNTER BESONDERER BERUCKSICH- 

TIGUNG DER SPALTUNG DER HIPPURSAURE UND 
DES BENzoyu-dl-PHENYLALANINS. 

1) Versuch mit Acetyl-, Formyl-, Benzoylglycin und Benzoyl- 
dl-Phenylalanin. 

0,0725 ¢ Acetyl, 0,0645 @ Formyl-, 0,112 ¢ Benzoyleglycin und 
0,168 ¢ Benzoyl-dl-Phenylalanin wurden in berechneten Mengen 
n-Natronlauge gelost, mit 5cem Phosphatmischune (pH 7,2) und 
2 ecem Organextrakt versetzt und mit Wasser auf 25 cem verdinnt. 
Das Digestionsgemisch wurde unter Toluolzusatz bei 37°C dige- 
riert. 

Die Resultate sind in Tabelle IX zusammengestellt. 

2) Versuch mit Acetyl- und Formylderivate von di-Leucin 
wnd dl-Phenylalanin. 

0,1083 ¢ Acetyl-, 0,0995 ¢ Formyl-dl-Leucin, 0.1295 ¢ Acetyl 
und 0,121¢ Formyl-dl-Phenylalanin wurden in der berechneten 
Menge n-Natronlauge gelést, mit 5eem Phosphatmischung (pH 
7,2) und 2cem Organextrakt versetzt und mit Wasser auf 25 ccm 
verdtmnt. Das Digestionsgemisch wurde unter Zusatz von etwas 
Toluol bei 37°C. digeriert. 

Die Resultate sind in Tabelle X zusammengestellt. 

Wie aus den angegebenen Tabellen VII—X zu ersehen, wurden 
Acetyl- und Formylderivate durch die meisten Organe des Hundes 
gut gespalten, wahrend Hippursdure nur durch die Niere hydroly- 
siert wird. 

Die Spaltung von Benzoyl-dl-Phenylalanin kann man nur bei 
der Hundsniere beobachten. Die Schweinsniere, die viel schneller 
als Hundsniere Hippursiiure spaltet, zeigt keine Spaltung des 
Benzoyl-dl-Phenylalanins. 

Bei der Hundsleber tritt die Spaltune der Acylaminosiuren 
im Vergleich mit Schweins- und Kaninchenleber stark zuriick. 
doch spaltet Acetyl-dl-Leucin gut. 


°° 


Acetyl-, Formyl- und Benzoylderivate der Aminosiiuren. 223 


Die Spaltung der racemischen Aminosiuren verliuft auch im 
asymmetrischen Sinne. Die in der Natur nicht vorkommenden 
optischen Antipoden wurden aus digerierter Fliissigkeit als un- 
zersetzte Acylaminosiiuren ausgeithert und polarimetrisch nach- 
gvewiesen. 
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WEITERE STUDIEN UBER DIE FERMENTATIVE 
SPALTUNG DER ACETYL-, FORMYL- UND 
BENZOYLDERIVATE DER 
AMINOSAUREN. 


Von 
HIDEO KIMURA. 


(dus dem medizinisch-chemischen Institut der kaiserlichen Universitit 
eu Kioto. Direktor: Prof. Dr. K. Mayeda.) 


(Hingegangen am 18. Oktober 1928.) 


In der vorigen Abhandlune habe ich mitegeteilt, dass verschie- 
dene Organe wie Niere, Leber, Pankreas, Darmschleimhaut von 
Kaninchen, Schwein und Hund auf verschiedene Acylaminosiuren 
spaltende Wirkune aufweisen. Die Acylderivate der Aminosiuren 
werden aber durch die gebrauchten Organausztige nicht eleich 
stark hydrolysiert und ferner die Spaltung der Acetyl- und 
Formylderivate der Aminosiuren verléiuft nicht parallel mit der 
Spaltune der Hippursdéure, und zwar spaltet der Pankreas- 
elycerinauszug des Schweins gar nicht die Hippursiure, wohl 
aber die Acetyl- und Formylderivate der Aminosauren, wahrend 
der Leberglycerinauszug des Schweins auf Formyl-dl-Phenylalanin 
nur unbedeutend hydrolysierend wirkt, Hippursiure und die 
sonstigen Acvlaminosdéuren dagegen rasch und stark spaltet. 

Aus diesen Ergebnissen geht wahrscheinlich hervor, dass die 
untersuchten Aecylderivate der Aminosiiuren nicht durch das 
einzige Ferment Histozym gespaltet werden. 

Um festzustellen, ob die Acetyl- und Formylderivate der 
Aminosiuren spaltenden Fermente mit Histozym identisch seien, 
untersuchte ich die Higenschaften der Fermente genauer und 


erhielt die folgenden Resultate. 
1. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Fermente 
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(sowohl der Acetyl- und Formylderivate der Aminosauren als 
auch der Hippursiiure spaltenden) leet zwischen pH 6,4 und 
pete. 

2. Sowohl Acetyl- als auch Benzoylglycin spaltende Fermente 
sind bei 20 stiindigen Stehen im Hisschrank gegen Sauren und 
Alkalien ziemlich widerstandsfahig, indem man die Fermente bei 
pH 1, 2, und 12 in den meisten Fallen vernichtet findet. 

3. Die Wirkung der Organausziige auf Acetyl. und Formyl- 
elycin wird durch einstiindiges Erhitzen bei 65° und 70°C. deuthch 
herabgesetzt und bei 75°C. nicht mehr bemerkt. 

4. Die Spaltung der Acetylderivate der Aminosauren und 
der Hippurséure wird durch Zusatz von Natriumacetat und 
-formiat nicht beeinflusst, dagegen durch Aminosaéuren und zwar 
durch Leuein deutlich gehemmt. 

5. Sowohl die Acetylderivate der Aminoséuren als auch die 
Hippursaure spaltenden Fermente werden durch Tonerde bei pH 
3,4 am starksten adsorbiert, durch Kaolin, Mieselgur und Tierkohle 
dagegen bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration gar nicht 
adsorbiert. 

6. Die durch Tonerde adsorbierten, die Acetylderivate der 
Aminosduren und Hippursaure spaltenden Fermente werden dureh 
Ammoniumphosphatmischung eluiert. 

7. Die Spaltung des Acetyl- und Benzoylelyeins mit gerei- 
meter Fermentlosunge wird durch Zusatz von Natriumacetat und 
-formiat nicht beeinflusst, wohl aber durch die Aminosiuren und 
zwar durch Leucin. 

8. Acetyl, Formyl- und Benzoyl-dl-Phenylalanin werden 
durch Schweinsniere asymmetrisch gespaltet. Als Spaltungs- 
produkte werden unverandertes Acetyl-, Formyl- und Benzol-d- 
Phenylalanin und |-Phenyalanin als 6-Naphthalinsulfoverbindung 
isohert. 

Aus diesen Ergebnissen konnte ich leider keinen sicheren 
Schluss ziehen, ob die Acetyl- und Formylaminosauren spaltenden 
Fermente mit Histozym identisch sind. 
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I) Der ErNruuss DER WASSERSTOFFIONENKONZENTRATION AUP DIB 
FERMENTATIVE SPALTUNG DER ACETYL-, FoRMYL- UND 
BENZOYLDERIVATE VON Guycin, dl-LeucIN 
UND dl-PHENYLALANIN. 

Um die belebige Wasserstoffionenkonzentration (pH 5,0-9,3) 
herzustellen, verwedete ich als Puffer die Phosphatmischung, 
Borat-Natronlauge- und Citrat-Salzsiuremischung. 


Versuch mit Schweinspankreas. 

1/160 Mol Hippursiure, Acetyl- und Formylglycin, Acetyl- 
und Formyl-dl-Leucin und Aeetyl- und Formyl-dl-Phenylalanin 
wurden respektiv mit der berechneten Menge der n-Natronlauge 
neutralisiert, mit 5eem Pufferlésung, dann mit 2 cem neutrali- 
siertem Glycerinauszuge versetzt und mit Wasser auf 25 cem ver- 
diinnt. Dieses Gemisch wurde unter Toluolzusatz bei 37°C, 
digeriert. 


TABELLE I. 


Zunahme d. Alkaliverbrauchs pro 5 cem Verdauungs- 
fliissigkeit, n/10 Alkali in ecm. 


pH he Hippur- | Acetyl- | Formyl- | Acetyl- | Formyl- | Acetyl- | Formyl- 
siure glycin dl-Leucin dl-Phenylalanin 
0 0 i) 0 0 0 6 0 
20 0) 0 0 0 0 0 0 
Bf 44 ) 0 0) Q 0 0 0) 
92 0 0 0,05 0 i) 0.05 0) 
0 0 0 0) 0 0 0 0 
20 ad 0,50 0) 0,50 0,20 0,10 0,55 
ee 4a) ih G05 Na 0,200.1) 0,150 1 00,56.4|- 0,40) | 026-1) 0,65 
92 0,95 1,10 0,20 () 0,40 0,35 
0 0 0 0 0 0 0 0 
20 0 0,10 0 0,20 0,05 0,05 0,30 
he 44 0 0,55 0 0,55 0,29 0 0,40 
92 0 0,75 0 0,50 0,15 0 0,35 
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Zur Kontrolle wurden 2 ¢em neutralisierten Glycerinauszugs 
mit 5eem Pufferlosune versetzt, mit Wasser auf 25 cem verdiinnt 
und unter Toluolzusatz bei 37°C. digeriert. 

Die Acidititszunahme pro 5ceem wurde nach Sorensen mit 


Formol titriert. 
Die erhaltenen Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 
Versuch mit Schweinsniere. 
Diese Versuche wurden in gleicher Weise wie die obigen 


TABELLE II. 


Zunahme d. Alkaliverbrauchs pro 5 ccm Verdauungsfliissigkeit, 
n/10 Alkali in cem. 
pit Std. Hi | Acetyl: | Formyl-| Acetyl- | Formyl- Acetyl- | Formyl- Benzoyl- 
ppur dl- 
siiure glycin dl-Leucin dl-Phenylalanin | Phenyl 
és alanin 
0 0 0 0 0 0 i) 0) 
a 3 0 0 6,05 0 0 0 0 
5,0 
8 0 0,05 0 0,10 0 0 0 0 
2311 LEG 0,10 0,30 | 0 0 0 te 0 
OF | eo 0 | 0 0 0 0 0 0 
a 3 0,10 TAS) 0,49 0,55 0,45 0,15 0 0 
‘ 8 0,25 | 1,80 85 | 0,55 | 0,60 | 90,35 | 0,10 | 0.05 
25 0,55 1,20 soy 0,50 0,55 R55) 0,20 0 
0 0 0 0 0 0 0 G 0 
BE 3 0,05 | 0,90 | 9,15 | 0,40 | 0,40 | 0,03 0 0 
- 8 | 0,25 |} 1,305) 0,80 | 0:65.) 0,60>) 0,40.) 015.10 0.05 
23 OO. || ake es | Oe) | Cas | aan | Ose 0 
0 0 0 0 0 0 Uv 0 
oe 3 0,05 1,00 20 0,45 0,30 0,10 0) 0 
: 8 | 0.20 | 1,2 158 | O:5Oy 110/50 Fh e035 a0, 05 0 
23 0,65 1,20 pls 0,60 0,55 9,60 0,8 0 
0 0 0 0 0 0 0) 0 0 
93 3 0,05 0,90 0,15 0,40 ),20 0,05 0 0 
8 9,15 1,10 0,50 0,45 0,40 0,28 0 0 
23 0,50 1,10 1,00 0,45 0,43 0,49 0,10 0 
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Versuche ausgefiihrt und die erhaltenen Resultate in Tabelle IT 
zusammengestellt. 


Versuch mit Schweinsleber. 

Die Versuche wurden ganz in derselben Weise wie die obigen 
Versuche ausgefiihrt und die erhaltenen Resultate in Tabelle TIL 
zusammengestellt. 

Wie aus Tabelle I, If und IIT zu ersehen, hegt das Optimal-pH 


TABELLE IIT. 


Zunahme d. Alkaliverbrauchs pro 5 cem Verdauungsfliissigkeit, 


n/10 Alkali in cem. 
pH Std. : Acetyl: | Formyl- | Acetyl- | Formyl- | Acetyl- | Formyl- Benzoyl- 
Hippur- : dl- 
siiure glycin dl-Leucin dl-Phenylalanin neck 
0 (0) 0 0 0 0) OY a eG 0 
i 3 0 0 0) 0,03 0 0 | 0 0 
eu 7 0,05 | 0 0,05 | 0 0 0 0 
22 0 0) 0 0,15 () 0 0 
0 Tani 0 0 0 0 0 0 = 
8 0,05 | 0,50 | 0,1 0,55 | 0,15 | 0,05 0 “9 
pe fh 0,10 | 0,9 0,25 | 0,60 | 0,35 | 0,15 | 0,05 — 
22 0,20: | 1,25 170 | 0,60 | 0,60 0,40 | 0,15 - 
7s 0 0 0) 0) 0 0 0 0 0 
3 9,05 40) |) OO |) O85 | O80 |) Male ) 0 
ee 7 010 | 1,05 |. 0,80 | 0,60) 0,40 | 0,20) 0,05 0 
22 0,30 USO || Osis) 0,65 0,55 0,50 0,20 0,05 
0 0 0 0 0 0 0 = 
8 0,05 SOMO’ 0,45) 1 0,15 1) 10505 0) = 
Bs 7 0,05 | 1,00 | 0,25 | 0,55 | 0,30 | 0,15 | 0,05 = 
22 0,25 1,15 0,70 0,50 0,45 0,35 0,05 ama 
0 0 0 0 0 0 0) 0 0 
3 0 Ogi || Wid | Wes | Osls: 0,05 0 0) 
op Z 0 0:90: "O15. h 0,45-) 0,259 += 0510 76 0 
22 0,25 | 1,15 | 0,65 |} 0,45 | 0,35 | 0,25 0 0 
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bei pl 7,2-6,4 und zeigt bei verschiedenen Acylaminosiuren keine 
betrachtliche Sehwankune. 


IL) WitpERSTANDSFAHIGKEIT DER ACETYLGLYCIN UND 
HipeurRssURE SPALTENDEN H'ERMENTE. 


Zu diesen Versuchen wurde der Glycerinauszug von Niere, 
Leber, Pankreas und Darm des Schweins gebraucht und die Wider- 
standsfahigkeit der darin enthaltenen Acylaminosaduren spaltenden 
Fermente gegen Siuren und Alkalien und die Hitze untersucht. 


1. Die Widerstandsfihigkeit der Fermente gegen 
Sduren und Alkalien. 


Zur Untersuchung der Widerstandsfahigkeit der Fermente 


vegen Séuren und Alkalien wurde der Organglycerinauszug mit 
der zweifachen Menge Wasser verdiinnt und gegen Lackmus mit 
n-Natronlauge genau neutralisiert. Der verdiinnte, neutralisierte 
Glyecerinauszug wurde mit n-Salzsiure oder n-Natronlauge im 
Bereich von pH 1—pH 12 versetzt und 20 Stunden im Hisschrank 
aufbewahrt. Danach wurden diese Ausztige mit n-Natronlauge 
oder n-Salzsaure neutralisiert und jede Portion unter Zusatz der 
berechneten Menge m-Kochsalzlosung auf gleiche Kochsalzkonzen- 
tration gebracht und die Wirksamkeit auf Acetylglycin und 
Tippursiure untersucht. 

m/160 Acetylglyvein resp. Hippursiure wurden unter Zusatz 
der berechneten Menge n-Natronlauge in Natriumsalz umegewandelt, 
mit 5 cem neutraler Phosphatmischung und 10 cem neutralisiertem 
Glycerinauszug versetzt und mit Wasser auf 25 cem gebracht. 
Dieses Gemisch wurde unter Toluolzusatz bei 37°C. digeriert. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, sind die im Glycerinauszug 
enthaltenen Acetyl- und Benzoylelyein spaltenden Fermente bei 
20 stiindigem Stehen im EHisschrank gegen Siuren und Alkalien 
ziemlich widerstandsfihig, indem die Fermente bei pH 1, 2 und 
12 in den meisten Fallen vernichtet sind. 
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TABELLE IV. 


Zunahme d. Alkaliverbrauchs pro 5 cem Verdauungs- 
fltissigkeit, 0/10 Alkali in cem. 


Organe | pH Nach 6 Std. | Nach 28 Std. Nach 76 Std. 
| 0 Std. Acetyl- | Wippur-| Acetyl- | THippur- ; ‘ 
2 ae : * THippursiiure 
glyein siture glycin siiure 
1 () 0 () 0 () # 2) 
2 0 0,95 0,05 Li 0,27 0,85 
3 0) 0,88 0,05 1,25 0,30 0,85 
Leber 5| .0 | 090 | 0,05 | 1,93 | 0,30 0,00 
7 a) 0,85 O05 es2i()) 6,30 0,85 
| 0 0,85 0,05 1,25 0,28 0,85 
| 19 0 0,65 | 0,05 | 1,20 | 0,25 6,80 
ee) Sa = 
a Si — = We eee i = ; fic. aera 
Nach2Std. | Nach5S8td. | Nach/24 Sta. | Nach 
oe 0 Std. Acetyl- | Hippur-) Acetyl- | Wippur-| Acetyl- | Hippur-| Hippur- 
ess glycin siiure glycin siiure glycin siiure | siiwre 
5 com d i | Ks 
Glycerin- Soe | ; 
auszug 1 0 0 0 )) 0 3 Oe 0. 
Rea one ey een 2008 0,32 0 115 | 0,05 | 0,20 
die. | 3] © | 0,60 1,12 | 0,02 | 1,27 0,35 0,72 
ae! 48 5 () 0,58 1,05 0,02 1,20 po O,7 
SSE Mati te 112 | 0,02 | 1,22 | 0,32 | 0,70 
9) i) 0,52 1,02 0,02 1,20 0,30 0,70 
2 0 0,35 1,10 0,02 ial 0,22 | 0,62 


Nach 22 Std. Nach 46 Std. 
0 Std..——————— | Serre 


Acetylglycin Acetylglycin 
| —— se = ee 
i 0) 0 0 

Pankreas 2 0 0,48 0,85 
| 8 0 0,53 0,90 

5 0 0,50 0,90 

7 (0) 0,48 0,90 

9 0) 0,45 0,95 

| 12 0 0,35 0,75 


0 Std.| Nach 24 Std. Nach 72 Std. 


il 0 0 0 
2 0 0 0 
Darm 3 0 0.10 0,25 
7) () 0,10 (24a) 
Ti () 0,10 0,25 
; 9 a) 0,05 Ora 
12 0 0) 0,05 
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2. Woiderstandsfihigkeit der Fermente gegen Hitze. 
Der Organglycerinauszug wurde mit der gleichen Menge 
Wasser verdiinnt und gegen Lackmus mit n-Natronlauge neutrali- 


siert. Dieser yverdiinnte Glycerinauszue wurde mit der halben 


TABELLE V. 


Zunahme d. Alkaliverbrauchs pro 5 cem Verdauungs- 
fliissigkeit, n/10 Alkali in ecm. 
ee n pe . 
Orange Temper. Nach2 Std. | Nach20Std.| Nach 44 Sta. 
0 Std. Acetyl- Fue Acetyl- | Hippur-| Acetyl- | Hippur- 
glycin siure glycin siure glycin shure 
Ohne 
Erhitz. 0 0,65 0 1,20 0,55 ao] 0) 
; 60° 0 0,65 0 1,25 0,45 1,00 
Niere 65 0 |) SOs Meo 1,25 | 0,25 0,65 
7() ) OTs 0 1,10 0,03 0,20 
75 0 () 0 0,25 0 0,85 0 
Ohne 
Erhitz. 0 0,30 0 1,25. | 0,30 0,80 
60° 0 0,40 0 1 0,15 0,60 
Leber 65 0 | 9,23 0 1,15 | 0,05 0,35 
70 0 0,10 0) 0,92 0,08 0,15 
iss 0 0 0 0,30 0 0,90 0 
Nach 24 Std. | Nach 48 Std. 
0 Std. 
Acetylglycin | Acetylglycin 
: Ohne : 
Pankrone rhitz. 0) 0,75 Od 
60° 0 0,70 0,90 
65 7) 0,35 0,50 
70 0 0,05 0,10 
75 0 0 0 
0 Std.) Nach 24 Std. | Nach 72 Std. 
Ohne : 
Erhitz. 0 0,20 0,40 
Darm 60° 0 0,10 0,23 
65 0 0,03 0,08 
70 0) 0,02 0,06 
75 0) 0 0 
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Menge m/15 Phosphatmischune (pH 7,2) versetzt und bei ver- 
schiedener Temperatur eine Stunde lang erhitzt. 

Die Spaltungsversuche des Acetyl- und Benzoylelycins wurden 
wie bei den obigen Versuchen mit 5 cem erhitztem Glycerinauszug 
ausgeftihrt und die Aciditatzunahme pro 5 cem Digestionsgemisch 
mit Formol titriert. 

Wie aus Tabelle V zu ersehen, ist die Wirkune des Orean- 
elycerinauszugs auf Acetyl und Benzoylglycin dureh einstiindiges 
Erhitzen bei 65° und 70°C. deutlich herabgesetzt und bei 75°C, 
nicht mehr zu bemerken. 


TABELLE VI. 


Dem Digestionsgemisch Natriumacetat zugesetzt. 


Zunahme der verbrauchten n/10 Natronlauge pro 5 «em 
z Verdauungsfitissigkeit in ¢em. 
he: Hippur-| Acetyl- | Formyl- | <Acetyl- | Formyl- Acetyl- | Formyl- 
siiure glycin dl-Leucin dl-Phenylalanin é. 
| 0 0 0 0 0 Oy ree 0 
KKontroll- | 2 = 0,49 0,07 | 0,49 0,12 | 0,02 7 
ae 5 | 0,09 | 1,07 | 0,27 | 0,55 | 0,37 | 0,12 | 0,05 
zugesetzt) 24 0,27 1,22 1,07 0,07 0,07 0,52 0,10 
| 72" \_ 0,62 a == 0,20 
| = a 
0) = 0) 0 0 0 0 =e 
SHER 2 = 0,47 0,07 0,52 0,17 0,05 a 
Acetat 5 — i OWe Oi 0,52 0,37 0,12 = 
24 = 1,22 1,07 0,57 0,57 0,47 = 
0; = 0 0 0 0 0 ~ 
‘a0 2 = 0,45 | 0,07 | 0,47 | 0,12 | 0,02 ~ 
Acetat 5 = 0,97 0,22 0,49 0,37 0,07 = 
24 = 1,22 0,92 0,55 0,57 0,47 — 
| = | 
he ov ae 0 0 0 Qo a 0 
2 — 0,45 0,07 0,47 O13) i 0502 — 
ae 0 Fs 0,07 1,07 0,20 0,47 0,32 | 0,10 0,05 
joan oa | 0,20 | 1,17 | 0,75 | 0,49 | 0,49 | 0,44 | 0,09 
79 0,50 — a rm = a 0,17 
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Ill) HemMMuNG DER FERMENTATIVE SPALTUNG DER ACETYL- 
UND FORMYLDERIVATE DER AMINOSAUREN UND DER 
HippurRSAURE DURCH HIRE SPALTUNGSPRODUKTE. 

m/160 Acylaminosduren wurden durch Zusatz von n-Natron- 
lauge in Natriumsalz umgewandelt, mit einer bestimmten Menge 
der Spaltunesprodukte wie Natriumacetat, Natriumformiat, 
Aaminosdiuren und darauf mit 1 cem neutralisierten Schweinsnieren- 
olycerinauszug versetzt, mit Wasser auf 25 cem verdiinnt und unter 
Toluolzusatz bei 37°C. digeriert. 

Die Aciditéitszunahme wurde pro 5cem Digestionsgemisch 
nach Sorensen mit Formol titriert. 

Zur Kontrolle wurden die Acetyl. und Formylderivate von 
Glykokoll, dl-Leucin und dl-Phenylalanin ohne Zusatz von Spal- 
tunesprodukte mit Schweinsnierenglycerinauszug digeriert. 

TABELLE VII. 


Dem Digestionsgemisch Natriumformiat zugesetzt. 


Zunahme der yerbrauchten n/10 Natronlauge pro 5 ecm 


ae Verdauungsfliissigkeit in eem. 
ped. | Hippur- | <Acetyl- | Formy!- Acetyl- | Formyl- | Acetyl- | Formyl- 
siure glycin dl-Leucin dl-Phenylalanin 
| pa eS ge eee pra Wa NN ne Nees 
| 1 0 0 0 0) i) 0 
Kontroil | 9 = 0,49 0.07 0,49 Delle 0,02 —_ 
versuch | fr Wee 
: 5 0 ey yor Oss 12 5 
(nichts 5 | 0,09 : 0% 0,27 0 ie f 37 0.1 0,05 
zugesetzt ) 24 0,27 1,22 1,07 0,57 0,57 Oe 0,10 
72 6,62 cant = == = <= 0,20 
Oo; — ( 0 0 0 0 — 
m/40 2 -- 0,47 On0e 0,47 0,15 0,02 = 
Formint 5] = LO 0,27 0,52 0,387 0,12 = 
eas ioe 0,97 0,57 0,55 0,47 — 
oul ee 0 0 0 0 0 a 
m/20 | 2 — 0,3 0,02 0,47 0,12 0,02 = 
Formiat 5 = 0,95 OuLa 0,52 0,27 0,12 = 
24, — 2 0,87 0,55 Oe 0,42 a 
0] 0 0 0 0 0 0 0 
m/ 10 2 0,07 0,45 0,07 0,47 Ome 0,02 0,05 
Formiat 5 | 0,20 0,98 0,25 0,47 0,32 0,10 0.09 
2¢ 0,50 AN 0,87 0,47 0,47 0,47 0,17 
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TABELLE VIII. 


Dem Digestionsgemisch Glykokoll zugesetzt. 


| Zunahme der verbrauchten n/10 Natronlauge pro 5 cem 
Std. | : : _Verdauungsfliissigkeit in cem. 
| Hippur-| Acetyl- | Formyl- Acetyl- | Formyl- Acetyl- Formy! 
_ | siure ame slycin | dl-Leucin dl-Phenylalanin 
0 | 0 OO ee ON TGs ys eG 0 | 0 
Kontroll- OU = OZ8 | Woy |) Wx || (aie 0,05 |} — 
versuch 5 | 0,09 TI) OPP W552: 0,39 0,17 | 0,05 
(nichts on am | ati) oe c 
zueesetzt) 2. 0527 leroy || AL XOX stay Ona 0,50 | 0,10 
sto he 4 | | 
72 0,62 — a = = }) 029 
or ieo 0 Cys Gn) 30 0 | oO 
i 2/ — | 067] O10 | 050 | 917 | 907 | — 
m/+0 = ¢ 99 | ry | 27 7 5 
Glykokoll 5 0,10 | 112 | 0,29 | 0,50 | 0,37 0.17 | 0,05 
wal Oy 1,25 0,95 0,50 0,58 0.48 | 0,08 
72 0,39 = = a — | ae 
Opies) 0 Gilm B diac) 0 0 | 0 
/o0) 2 ca 0,42 0,08 0,49 0,10 0,02; — 
m/2¢ ae : we p 
Glykokoll 5 0,05 0,90 0,20 | 0,40 0,30 (D5 | 0,08 
4 | 0,10 | 118 } 0,70 | 0,40 | 0,45 1,35 | 0,08 
7 | 0520 = = | Ones 
TABELLE IX. 
Dem Digestionsgemisch dl-Leucin zngesetzt. 
Zunahme der verbrauchten n/10 Natronlauge pro 5 ¢em 
Sta | Verdauungsflissigkeit in eem. 
Pee We = —— — ———————— == — = = = = 
Hippur- | Acetyl- | Formyl- | Acetyl- | Formyl- | Acetyl- | Formy!- 
siiure glycin dl-Leucin dl-Phenylalanin 
0} 0 0 0 0 0 0 0 
Kontroll- | y = 0,49 0,07 0,47 0,138 0,05 — 
on Bo O09 112°) 0,32) | 0,52 |) 0,80 || 07 yor 
RR o4 0,27 1,25 1,00 0,55 0,50 |} 0,50 0,10 
: 72 0,62 - — - to eee 0,20 
0 0) 0 0 0) 0 | 0 0 
2 PE 0,30 0,038 0,40 0,05 | 0 — 
ae 5 0,05 | 0,78) 0S | 10,45 | 0,25. | ode) 0 
-Leue ee ‘s : ¢ 
24 0,10 1,18 0,55 0,45 0,45 0,30 0,05 
G2 Vee O5 _ _ = eee 0,08 
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TABELLE X. 


Dem Digestionsgemisch |-Leucin zugesetzt. 


Zunahme der verbrauchten n/10 Natronlauge pro 5 ccm 
| a Verdauungsfliissigkeit in ecm. 
Soe |—— == : 
Hippur- | Acetyl- | Forryl- Acetyl: | Formyl- | Acetyl- | Formyl- 
| siure glycin dl-Leucin dl-Phenylalanin 
0 (Q) 0 0 0 0 0 0 
Kontroll- 2 _ 0,49 | 0,07 | 0,47 | 0,13 | 0,05 — 
versuch r ; 5 A ee 129 0.17 ‘= 
(nichts | oY 0,09 1,12 0,32 0). 52 0,08 pil 0,05 
zugesetzt ) 24 0,27 Es 1,00 0,55 0,55 0,50 0,10 
72 0,62 = 0,2 
0 0 0 0 i) i) | 0 0 
2 — 2a 405 0,40 0,05 0 — 
m/40 a E 2 ke y De rs si Mere 
allelvencin os) 9,05 0,65 0,15 0,45 OFZ! 0,05 0 
24 0,10 1,18 0,47 0,45 0,45 0,25 0,05 
| 72 0,13 — — 0,03 


TABELLE XI. 


Dem Digestionsgemisch dl-Phenylalanin zugesetzt. 


Zunahme der verbrauchten n/10 Natronlauge pro 5 cem 
sta. | Verdauungsfitissigkeit in ecm. : 
Hippur-| Acetyl- | Formyl- Acetyl- | Formyl- Acetyl- | Formyl- 
siiure glycin dl-Leucin dl-Phenylalanin 
0 0 0 0 0 0 0 
Eonizetl- 2) — 0,49 J) 0.07 |) “Oz eonea) 0 Ossie 
cae 5 | 0,09 | 112 | 0,32 | 0,52 | 0,39 | 0,17 | 0,05 
zugesetzt) 24 O27, 25 1,00 0,55 0,55 0,50 0,10 
72 0,62 = = = = = 0,20 
0 0 0 0 0 0) 0 0 
m/40 2 = 0,48 0,08 0,10 0,45 0,06 = 
dl-Phenyl- ‘5 0,05 0,95 0,18 0,25 0,45 0,08 0 
alanin 24 0,10 Hal 0,68 0,45 0,45 0,38 0,05 
72 0,80 = == = =< == 0,15 


Wie aus Tabelle VI-XI ersichtlich, wird die Spaltung der 
Acetyl- und Formylderivate von Glykokoll, dl-Leucin und dl- 
Phenylalanin mit Schweinsnierenglycerinauszug durch Zusatz von 
Natriumacetat und Natriumformiat kaum_ beeinflusst, dagegen 
durch Aminosiuren und zwar durch dl- und LLeucin deutlich 
gehemmt. Das zugesetzte Leucin wirkt aber nicht auf die Acetyl- 


Acetyl-, Formyl- und Benzoylderivate der Aminosiiuren—IT. 237 


und Formylderivate von Leucin, sondern auf die Derivate von 
Glykokoll und dl-Phenylananin. 


IV) AvsorPTIONSVERHALTEN DER ACBETYLDERIVATE DER AMINO- 
SAUREN UND HippuRSAURE SPALTENDEN FERMENTE BEI 
VERSCHIEDENER W ASSERSTOFFIONENKONZENTRATION. 

Dass die Fermente als kolloide Substanzen bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration durch verschiedene Adsorbentien, 
und zwar ein bestimmtes Ferment bei einer bestimmten Wasser- 
stoffionenkonzentration durch ein bestimmtes Adsorbens, adsorbiert 
werden, ist eine wohl bekannte Tatsache. Um festzustellen, ob 
das Acylaminosiiuren spaltende Ferment ein gleiches Adsorptions- 
verhalten wie Histozym zeigt, und um dadureh die Identitét beider 
Fermente aufzuklaren, stellte ich foleende Versuche an. 

Der Glycerinauszug von Schweinsniere wurde nach der Ver- 
diimnung mit der doppelten Menge Wasser gegen Lackmus neu- 
tralisiert und zentrifugiert. Die obere, fast klare Schicht wurde 
durch Zusatz von n-Essigsaure und n-Ammoniak auf eine beliebige 
Wasserstoffionenkonzentration im Bereiche von pil 3,4—10,7 
evebracht und mit verschiedenen Adsorbentien wie Kaolin, Ivie- 
selour, Tierkohle und Tonerde versetzt. Nach einer Stunde wurde 
die Mischung seharf abgenutscht, das Filtrat gegen Lackmus genau 
neutralisiert und zur Spaltung der Aminosauren verwendet. 

1/160 Mol Acetylaminosiiuren wurden in Natriumsalz tber- 
gefiihrt und mit 5eem neutraler Phosphatmischung und 5 cem 
Adsorptionsrestlésune versetzt und mit Wasser auf 25 cem 
egebracht. 

Zur Kontrolle wurde ein verdiinnter Glycerimauszug unter 
eleicher Wasserstoffionenkonzentration wie beim <Adsorptions- 
versuch eine Stunde lang stehen gelassen, darauf gegen Lackmus 
eenau neutralisiert und seine Wirkung auf Acetylaminosauren 
und Hippursiiure untersucht. 

Die Aciditiitszunahme wurde nach Sérensen mit Formol 


titriert. 
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TABELLE XII. 


Spaltung des Acety!glycins durch Adsorptionsrestloésung. 


Die | Zunahme d. Alkaliverbrauchs 
Aciditit | pro 5¢cem Verdauungs- 
Weider Nasorbents fliissigkeit, n/10 Alkali in cem. 
Adsorption hae p 
plu | \0 Std.| Nach 2 Std. | Nach 4 Std. |Nach 19 Std. 
aa “a | 

Nicht adsorbiert (em 0,50 = 1,30 

59% Kieselgur On 0,38 | = 1,31 

5,4 5% Tierkohle Q | (),32 | = 13D 

1,5% Waolin (| 0,50 = 1,20 

Tonerde(01%AlOs:) | 0 | 0,07 =~. | | O56 

| | 

Nicht adsorbiert 0 0,48 — | 1,24 

5% Wieselgur 0 0,33 = 1,20 

4,5  |5% Tierkohle 0 | Qe | ere OF 1,23 

1,5% Kaolin i) 0,45 == 1,20 

| Tonerde(0,1% A203) 0 | 0,22 — dg 

‘Nicht adsorbiert 0 0,33 == 1,20 

99¢ Iieselgur 0 0,32 ~- 1,10 

5,6 5% Tierkohle 0 0,30 — 1,20 

15% Kaolin 0 0,33 —_— 1,18 

Tonerde(0,1%Al20;) 0 0,20 = 1,15 

| Nicht adsorbiert 0) 0,30 1,90 1,30 

0% Wieselgur 0) — 0,95 1,28 

7,2 59% TVierkohle 0 0,31 = toe 

15% Waolin 0 0,35 = 1,80 

Tonerde(0,1% AlvOz) 0 0,18 = 1,23 

Nicht adsorbiert 0 (,25 =e 1,23 

5% JNieselgur 0 0,22 — 1,18 

10,7 5% Tierkohle 0 0,2 ass 1,23 

1,59 ISaolin 0 0,25 — 1,25 

| Tonerde(0,1%Al203) (0) 0,15 a 1,25 
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TAB HINGE XT. 


Spaltung des Acetyl-dl-Leucins duren Adsorptionsrestlésung. 


Die | Zunahme d. Alkaliverbrauchs 
Aciditit | pro 5cem Verdauungsfliissigkeit, 
bei der Adsorbens n/10 Alkali in cem., 
Adsorption. lk ee > 
pu 0 Std. | Nach 2 Std. Nach 19 Std. 
Nieht adsorbiert 0) | 0,55 0,55 
5% Wieselgur () | 0,45 0,52 
3,4 59% Tierkohle 0 | 0,50 | 0,52 
1,5% IWaolin 0 0,55 | 0,53 
Tonerde(0,1% AlOr) 0 | 010 | 0,55 
Nicht adsorbiert 0 0,60 = 
5% WKieselgur 0) 0,55 = 
4,5 59% Tierkohle 0 0,60 a 
1,5% Waolin 0 = | ei 
Tonerde (0,1% Al2Os) 0 0,40 ar 
Nicht adsorbiert 0 0,45 0,60 
5% Wieselgur 0 0,43 0,50 
7,0 59 Vierkohle a) ),45 0,90 
1,59 Kaolin 0 0,40 0,60 
Tonerde(0,1% Al2Oz) 0 0,40 0,50 
Nicht adsorbiert 0 0,60 0,60 
59 IWieselgur 0 0,60 0,55 
10,7 5% Tierkohle 0 | 0,58 0,52 
15% Kaolin en 0,60 0,58 
Tonerde(0,1% AlzO3) 0 0,50 0,60 
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TABHLLE XIV. 
Spaltung des Acetyl-dl-Phenylalanins durch Adsorptionsrestlosung. 
Die ‘ - : Zunahme d. Alkaliverbrauchs 
Aciditit pro 5cem Verdauungsfiissigkeit, 
elon iN asorhene n/10 Alkali in com. 
Adsorption. ] 
pH 0 Std. | Nach 19 Std. | Nach 67 Std. 
Nicht adsorbiert 0 0,48 0,60 
5% WKieselgur 0 0,20 0,50 
3,4 5% Tierkohle 0 0,32 0,62 
1,5% Kaolin 0 0,40 0,60 
Tonerde(0,1% A103) 0 0,08 0,10 
Nicht adsorbiert 0 OF25) 0,60 
5% Wieselgur 0 0,30 0,52 
4,7 5% Tierkohle 0 0,30 0,50 
Tonerde(0,1% A203) 0 0,10 0,25 
Nicht adsorbiert ) 0,85 om 
5% Wieselgur 0 0,385 = 
tig 5% Tierkohle if) 0,30 ct 
1,5% Iaolin 0) 0,40 a 
Tonerde(0,1% A103) 0) 0,2 = 
Nicht adsorbiert 0 0,45 0,60 
5% Wieselgur 0 0,45 0,65 
10,7 5% TVierkohle 0 0,380 0,55 
1,5% Kaolin 0 0,40 0,60 
Tonerde(0,1%Al20s3) 0 0,40 0,60 
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TABHELLE XV. 


Spaltung der Hippursiiure durch Adsorptionsrestlésung. 


Die Zunahme d. Alkaliverbrauchs 
Aciditiit pro 5¢cem Verdauungsfliissigkeit, 
bevder Racorhans n/10 Alkali in cem. 
Adsorption. 
pH 0 Std. | Nach 19 Std. | Nach 57 Std. 
Nicht adsorbiert 0 0,23 0,35 
5% Wieselgur 0 0,09 0,27 
3,4 5% Tierkohle 0 0,14. 0,20 
1,5% Kaolin 0 0,10 0,85 
Tonerde(0,1%Ale0;) 0 0,05 0,05 
Nicht adsorbiert 0 0,10 0,85 
5% Wieselgur 0 0,10 0,23 
4,5 5% Tierkohle 0 0,10 0,25 
1,5% Kaolin 0 0,12 0,35 
Tonerde(0,1% AlsOs) 0) 0,10 0,15 
Nicht adsorbiert 0 0,20 0,50 
59% Wieselgur 0 0,15 0,50 
5,6 5% Tierkohle 0 0,18 0,30 
1,5% Kaolin 0 0,20 0,50 
Tonerde(0,1%Al20:) 0 0,18 0,30 
Nicht adsorbiert 0 0,13 0,50 
5% Wieselgur 0 0,11 0,46 
YD 5% Tierkohle 0 0,10 0,40 
1,5% Kaolin 0 0,13 0,44 
Tonerde(0,1% AlzOs) i) 0,10 0,25 
Nicht adsorbiert 0 0,10 0,35 
5% Wieselgur 0 0,10 0,35 
10,7 5% Tierkohle 0 0,07 0,22 
1,5% Kaolin 0 0,10 0,32 
Tonerde(0,1% AlzOs) 0 0,15 0,30 


oe ee 6 a) ee eS SS 
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TABELLE XVI. 


Spaltung der Acetylderivate von Glycin, dl-Leucin und dl-Phenylalanin durch 


Adsorptionsrestlosung des Schweinspankreasglycerinauszugs. 


Aciditit 


Zuna 


hme d. Alkaliverbrauchs 


pro 5cem Verdauungsflissigkeit, 


bei der co ae 
a AAaor es Std. n/10 Alkali in cem. 
nae Acetyl | Acetyl-dl- | Acetyl-dl- 
T glyein Leucin Phenylalanin 
0 0 0 () 
Nicht adsorbiert: 3.4 7 0,35 0.48 0,05 
89 0,98 0.50 0,20 
0 0 0 0 
5% WKieselgur ” 17 0,80 0.42 0,05 
89 0,90 0,50 0,30 
0 0 it) 0 
5% Tierkohle ” 17 0,30 0,48 0,10 
89 0 80 0,53 0,30 
| 
0 0 0) (0) 
Tonerde(0,1%Al203) 9 iy 0,3 0,45 005 
$9 0,95 0,53 0.28 
0 0 0 0 
¢ 29 
Nicht adsorbiert 10,7 a Oe pee e 
65 0 80 0,60 0,12 
103 — = 0,20 
0 0 0 0 
5% Tierkohle : su ae pee vane 
65 065 0,50 0 29 
| 103 xs 0,33 
0 0 0 0 
1,5% ‘Kaolin - 17 020 0,39 —- 
65 0,70 0,53 0,05 
120 = =s 0,12 
0 0 0 0 
Tonerde(0,1%Al20:) ie Lu Wee vee 0,08 
65 0 70 0,50 0,05 
120 a = 0,15 
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Das Adsorptionsverhalten der Fermente, die in Pankreas und 
Leber des Schweins enthalten und Aecylaminosiuren zu spalten 
imstande sind, wurde in ganz gleicher Weise wie bei den obigen 
Versuchen untersucht und die erhaltenen Resultate in Tabellen 
XVI und XVIT zusammengestellt. 


TABELLE XVII. 


Spaltung der Acetylderivate von Glycin, dl-Leucin und dl-Phenylalanin und der 
Tlippursiure durch Adsorptionsrestlésung d. Schweinsleberglycerinauszugs. 


Zunahme d. Alkaliverbrauchs pro 5 cem 
Aciditit Verdauungsfliissigkeit, 
bei der n/10 Alkali in cem. 
Adsorbens Adsorp- | Std. | Sastre barnes ne i—_ 
fon, Acetyl- |Acetyl-dl- pee Se Tippur 
pH glycin Leucin ee ae siiure 
‘ ae alanin ee 
0 0 0) 0 0 
2 OSES 0,30 — — 
Nicht adsorbiert 3,4 > : 
153 1,00 0,50 0.10 0,038 
63 a = 0,40 0,20 
) 0 0 0 0 
S ) 0.05 0,20 — = 
rea eee 
5% Jieselgui , 1S 0,90 0.50 0.05 0.05 
63 = — 0.30 0,20 
0 0 0 0) 0 
5% Vierkohl | D 0.10 0,25 _ — 
5% Tierkohle ” ; p 
i 15 | 0.95 0.45 0,10 0,02 
63 a = 0.40 0,10 
0 0 0 0 0) 
2 : 3 = = 
15% Waolin ” ee ee 
is 1,08 0.50 0,10 0 
63 = = 0,45 0,20 
0 0 0 0 0) 
2 0 002 = — 
Tonerde(0,1%Al:0s)| _,, sie 
15 0,30 0,45 0 0 
63 aa = 0,13 0 
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Wie aus Tabelle XII-XVII ersichtlich, werden die Acetyl- 
aminosiuren spaltenden Fermente durch Tonerde bei pH 3,4 am 
stiirksten adsorbiert, dagegen durch Kaolin und sonstige Adsor- 
bentien bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration gar nicht. 

Beim Versuch mit Schweinspankreasglycerinauszug wirkt die 
Adsorptionsrestlésung ebenso stark wie nicht adsorbieter Glycerin- 
auszug. Versetzt man die wirksame Adsorptionsrestlosung noch- 
mals bei pH 3,4 mit Tonerde, so ist das Filtrat (Adsorptionsrest- 
losung IT) fast wirkungslos auf Acetylglycin, wie Tabelle XVIII 
zeigt. 


TABELLE XVIII. 


Spaltung des Acetylglycins durch Adsorptionsrestlésung des Schweinspankreas- 


glycerinauszugs. 


Zunahme d. Alkaliverbrauch pro 5cem 
Aciditat Verdauungsflussigkeit. 
bei der n/10 Alkali in ccm. 
Adsorption] gta. | Nach 20 Std. | Nach 44 Std. 
Nicht adsorbiert pH 3,4 0 0,45 0,93 
I. Restlosung 
eimal mit = re 
Tonerde (0,1% AlzOz) : ® = Oy 
adsorbiert 
II. Restlosung ‘ 
zweimal mit ; S 
Tonerde (0,1% Al2Os) os : 0,05 0.95 
adsorbiert 


V) SpauTuNG DER ACETYLAMINOSAUREN UND HIPPURSAURE 
DURCH ELvat. 


Aus den oben angegebenen Versuchen ist sichergestellt, dass 
die durch Behandeln des Organglycerinauszugs mit Tonerde bei 
pH 3,4 erhaltene Adsorptionsrestlésung keine ebenso stark hydro- 
lysierende Wirkung auf Acetylelycin mehr aufweist, wie die des 
nicht behandelten Glycerinauszugs. Ob die herabgesetzte spal- 
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tende Wirkung durch Adsorption der Fermente hervoreerufen 
ist, lasst sich durch die Untersuchung des Eluates feststellen. 

10 cem Nierenglycerinauszug wurden nach Verdiinnen mit der 
doppelten Menge Wasser gegen Lackmus neutralisiert und mit 
lg Kieselgur versetzt und scharf abgenutscht. Das klare Filtrat 
wurde auf ein bestimmtes Volumen aufegefiillt und ein Teil des- 
selben zur Spaltung der Acylaminosiure gebraucht. Der Hauptteil 
der Losung wurde bei Anwesenheit von n/100 Essigsiure mit 
einer 0,1% AlsO3 entsprechenden Tonerde versetzt und nach einer 
Stunde zentrifugiert. Die klare Losung (Adsorptionsrestlésung) 
wurde nach Auffiillen auf ein bestimmtes Volumen mit ihrem 
aliquoten Teil zur Spaltune der Acylaminosiuren verwendet. 
Das Adsorbat wurde nach Abwaschen mit 20%igem wiisserigen 
Glycerin mit Ammoniumphosphatmischung nach Willstatter 


TABELLE XIX. 


Zunahme d. Alkaliverbrauchs 
pro 5¢em 
: Verdauungsfliissigkeit, 
Std. n/10 Alkali in cem. 
Acetylglycin Hippursiiure 
0 0 0 
Nicht adsorbiert 2 0,54 0,02 
18 ileal 0,30 
2 — 0,75 
0 0 
9° 
Restlosung a 0,10 
18 0,60 0 
42 1,00 0,05 
0 0 
9 5 
Bluat z oe ay 
18 11s 0,25 
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eluiert. Das Eluat wurde auf ein bestimmtes Volumen aufgefillt 
und der aliquote Teil zum Versuch verwendet. 

Das Reaktionsgemisch, das in 25 eem m/160 Acetylglycin resp. 
Hippursaure im Natriumsalze, 5¢em m/15 Phosphatpuffer und 
5eem Fermentlosung enthalt, wurde unter Zusatz von Toluol bei 
37°C. digeriert und die Acidititszunahme pro 5cem nach 
Sorensen mit Formol titriert. 

Die Resultate sind in Tabelle XIX zusammengestellt. 

Aus Tabelle XIX ist zu ersehen, dass die Acetyl- und Benzoyl- 
elycin spaltenden Fermente durch Ammoniumphosphatmischung 
aus der Tonerde eluiert werden. 


VI) HEMMUNG DER MITTELS GEREINIGTER FERMENTLOSUNG 
BEWIRKTEN SPALTUNG VON ACETYL- UND BENZOYLGLYCIN 
DURCH DIE DABEL ENTSTEHENDEN SPALTUNGSPRODUKTE. 

Wie oben angegeben, wirken die Spaltungsprodukte wie 
Natriumacetat, Natriumformiat und verschiedene Aminosduren auf 
die fermentative Spaltung der Acylaminosaduren nicht spezifisch 
hemmend. Die Hemmune der Fermentwirkung wird aber durch 
die Anwesenheit von Begleitstoffen betrachtlich beeinflusst. Da 
mir die Reimigung der Acylaminosiuren spaltenden Fermente 
durch Adsorbieren mit Tonerde bei pH 3,4 und darauf durch 
Eluieren mit Ammoniumphosphatmischung gelungen, so stellte 
ich denselben Hemmungsversuch nochmals mit gereinigter Ferment- 
losung an. 

Wie aus Tabelle XX ersichtlich, wirken Natriumacetat und 
Natriumformiat auf die durch gereinigte Fermente bewirkte 
Spaltung des Acetyl und Benzoylelyeins nicht hemmend. Der 
Zusatz von Aminosduren und zwar von Leucin hemmt dagegen 
deutlich die Spaltung des Acetyl- und Benzoylglycins. Aus diesen 
Ergebnissen allein ist aber tiber die Identitiét des die Acetylamino- 


sauren spaltenden Fermentes mit Histozym kein sicherer Schluss 
zu ziehen. 
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TABELLE XX. 


Zunahme d. Alkaliverbrauch pro 5 ecm 
Verdauungsfliissigkeit, 
n/10 Alkali in cem. 


Acetylglycin Hippursiure 


0 Std. | 2 Std. |20 Std.| 0 Std. |20 Std.|44 Std. 


Nichts zugesetzt 0 0,42 Alea) 0 0,18 0,40 
m/40 Natriumacetat 0 0,40 1,10 0 0,15 0,35 
n/40 Natriumformiat 0 0,40 TELO 0) 0,15 0,35 
m/40 Glykokoll 0 0,45 1,15 () 0,15 0 3% 
m/80 dl-Leucin ) 0,35 115 0 0,15 0,40 
m/80 dl-Phenylalanin 0 0,45 1,20 ) 0,20 0,50 
m/80 dl-Leucin 0 0,45 ofits 6 0,20 0,45 
Nichts zugesetzt 0 0,50 1,10 0 0,22 0,50 
m/20 Natriumacetat 0 0,50 1,10 0 0,20 0,50 
m/20 Natriumformiat 0 0,42 edi) 0 0,18 0,45 
m/20 Glykokoll 0 0,38 1,20 0 0,10 0,30 
m/40 dl-Leuein 0 O28) ) 10) 0 0,10 | 0,25 
m/40 d@l-Phenylalanin 0 0,40 AMG 0 0,17 0,37 
m/40 1-Leucin 0 0,28 1,05 0 0,05 0,25 
Nichts zugesetzt 0 0,65 1,15 0 0,30 0355 
m/10 Natriumacetat 0 0.50 1,05 0 0,20 0,35 
m/10 Natriumformiat 0 0,50 1,05 0 22 0,42 


VII) UNtTERsSUCHUNG DER SPALTUNGSPRODUKTE VON ACETYL-, 
FoRMYL- UND BENZOYL-d1-PHENYLALANIN. 

Acetyl-dl-Phenylalanin: 

2,08¢ Acetyl-dl-Phenylalanin wurden mit der berechneten 
Menge n-Natronlauge in Lésung iibergefiihrt, mit 16 eem Glycerin- 
auszug aus Schweinsniere, 90cem m/15 Phosphatpuffer und 
300 ceem Wasser versetzt und darauf unter Toluolzusatz bei 37°C 
digeriert. Nach 5 Tagen wurde dieser Mischung die berechnete 
Menge n-Salzsiiure hinzugefiigt und mit Ather extrahiert. Nach 
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Abdunsten des Athers wurde der Riickstand aus heissem Wasser 
umkrystallisiert. Ausbeute 0,83¢. Die erhaltenen Krystalle 
schmolzen bei 171°C (unkorr.) und ergaben die folgenden mit 
Acetylphenylalanin iibereinstimmenden Analysenzahlen. 


0,1018 ¢ Substanz brauchten zur Neutralisation des Ammoniaks 
4,86 cem n/10 H2SO4; 

Berechnet fiir Cy,;Hi3NOs 6,76% N. 

Gefunden 6,69% N. 


Die alkoholische Losune, die in 15 c¢cem 0,2690¢ Krystalle 
enthielt, drehte im 2 dm-Rohr und bei Natriumlicht die Ebene des 
polarisierten Lichtes 1,65° nach lnks. 

Also [a]? == — 46,09°. 

Die mit Ather extrahierte wiissrige Lésung wurde mit Natron- 
lauge alkahsch gemacht und die Aminosdure in der tiblichen 
Weise in #-Naphthalinsulfoverbindung tibergefiihrt. Die aus 
heissem Wasser umkrystallisierte Substanz wog 1,46 ¢ und schmolz 
bei 147°C (unkorr.). Die Analysenwerte stimmen mit denen von 
8-Naphthalinsulfophenylalanin gut tiberein. 


0,2196 g Substanz brauchten zur Neutralisation des Ammoniaks 
6,42 cem n/10 H2S0,4; 

Berechnet ftir Cy9H1,;SO4N 3,94% N. 

Gefunden 410% N. 


Die alkoholische Loésung, die in 25¢em 0,2352¢ Krystalle 
enthielt, drehte im 2 dm-Rohr und bei Natriumlicht die Ebene des 


polarisierten Lichtes 0,14° nach links. 
Also [a]} = — 7,44°. 

Beim Digerieren des 0,52¢@ Acetyl-dl-Phenylalanins mit 
Hundsniere wurden 0,18g¢ Acetyl-d-Phenylalanin (Schmelzp. 
170,5°C) und 0,16 ¢ @-Naphthalinsulfo-l-Phenylalanin (Schmelzp. 
145°C) nach demselben Verfahren wie beim Versuch mit 


Schweinsniere dargestellt. Diese Verbindungen gaben folgende 
Analysenwerte : 
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Acetyl-d-Phenylalanin: 

0,1330 ¢ Substanz brauchten zur Neutralisation des Ammoniaks 

6,41 cem n/10 H2SO,; 

Serechnet fiir Cy,Hi3NO3 6,76% N. 
Gefunden 6,79 % N. 

Die alkoholische Lésung, die 0,1606@ Substanz in 15 cem 
enthielt, drehte im 2 dm-Rohr und bei Natriumlicht die Ebene 
des polarisierten Lichtes 1,00° nach links. 

Also [a] = — 46,72°. 
B-Naphthalinsulfo-l-Phenylalanin: 
0,1160 & Substanz brauechten zur Neutralisation des Ammoniaks 
3,30 cem n/10 HeSO,; 
Berechnet ftir Cy 9Hy;,SO.N 3,94% N. 
Gefunden 4,05% N. 

Die alkoholiseche Losung, die 0,12142@ Substanz in 15 ecm 

enthielt, drehte im 2 dm-Rohr und bei Natriumlicht die Ebene des 


polarisierten Lichtes 0,10° nach links. 
Also [a}5 = — 6,18°. 

Benzoyl-dl-Phenylalanin: 

2,7 ¢ Benzoyl-dl-Phenylalanin wurden in ganz gleicher Weise 
bei 37°C. unter Toluolzusatz mit Hundsniere digeriert. 

1,24 ¢ Benzoyl-d-Phenylalanin (Schmelzp. 181°C) und 0,34 ¢ 
@-Naphthalinsulfo-l-Phenylalanin (Schmelzp. 147°C.) wurden wie 
bei Acetyl-dl-Phenylalanin dargestellt und gaben  folgende 
Analysenwerte : 

Benzoyl-d-Phenylalanin: 

0,1206 g Substanz brauchten zur Neutralisation des Ammoniaks 

4,25 eem nf10 HeSOQ,; 


Berechnet fiir Cyg¢H1;03N 5,21% N. 
Gefunden 494% N. 


Die wiissrige Liésung, die in 25eem 0,4502¢ vorher mit 
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n-Natronlauge in Lésung iibergeftihrter Substanz enthielt, drehte 
im 2 dm-Rohr und bei Natriumlicht die Ebene des polarisierten 
Lichtes 0,12° nach links. 
Also [oe] = — 3,81°. 
8-Nuphthalinsulfo-l-Phenylalanin: 
0,1456 ¢ Substanz brauchten zur Neutralisation des Ammoniaks 
435 eem n/10 HaSO,; 
Berechnet fiir CypHi;SO4N 3,94% N. 
Gefunden 4.19% N. 


Die alkoholische Loésung, die 0,1230¢ Substanz in 15 cem 
enthielt, drehte im 2 dm-Rohr und bei Natriumlicht die Ebene 
des polarisierten Lichtes 0,11° nach links. 

Also [a]5 = — 6,71°. 

FPormyl-dl-Phenylalanin: 

1,9 g¢ Formyl-dl-Phenylalanin wurden unter Toluolzusatz mit 
Hundsniere bei 37°C. digeriert. Aus der Verdauunesfliissigkeit 
wurden in ganz gleicher Weise 0,49g@ Formyl-d-Phenylalanin 
(Schmelzp. 166,5°C.) dargestellt. 

Formyl-d-Phenylalanin: 

0,0864 ¢ Substanz brauchten zur Neutralisation des Ammoniaks 

4.54 eem n/10 HeSO,; 

Berechnet fiir Cy9H4,03N 7,26% N. 
Gefunden 7,36% N 

Die alkoholische Lisung, die 0,1204¢@ Substanz in 15 eem 
enthielt, drehte im 2 dm-Rohr und bei Natriumlicht die Ebene 
des polarisierten Lichtes 1,30° nach links. 


Also [o]i? = — 74,8°. 
hi ? 
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STUDIES ON PROTAMINE (1). 
By 
RYOZO HIROHATA. 
(From the Medico-chem. Department,, Gov. Med. College, Formosa.) 


(Received for publication, November 15, 1928.) 


I. Inrropuction. 

Since the extensive work of A. Kossel and his co-workers 
‘“‘the protamine’’ has become one of the most interesting subjects 
in the field of protein research. Intending to make some experi- 
ments on the constitution, physiological actions ete. of this, by A. 
Kossel the so-called ‘‘simplest’’ and ‘‘protein-nucleus’’ forming 
protein, I succeeded in isolating a new protamine from the sperm of 
the Formosan mullet or ‘‘Bora’’ identified by M. Oshima (1921) 
as Mugil japonicus Temminck and Schlegel. The ‘‘bora’’ comes 
in large schools during the winter months to the western coast 
of Formosa, especially of the Tainan and Takao districts, probably 
for spawning, and its salted roe, called ‘‘Karasumi,’’ 
highly prized dish for Japanese and Chinese alike. In the latter 
part of the season the testicles of the ‘‘bora’’ are quite ripe and 
about 16-25 em. long, weighing 100-150 em. and are easily obtain- 


makes a 


able in quantity at Takao and Toko. 

The protamine hitherto described were isolated chiefly from 
the sperms of Acanthopterygii, Malacopterygii, Haplomi, Osta- 
riophysi and Anacanthini, and, at the time when I took up this 
study, none had previously been reported from the Percesoces 
or Mugiliformes ( a suborder of the Subclass Teleostei). For these 
reasons I considered the testicles of the ‘‘bora’’ as suitable and 
interesting objects for further studies. 

Lately Prof. M. Yamakawa (1926) reported on a new pro- 


tamine isolated from Mugil ‘‘cephalus’’ obtaimed at Nagasaki and 
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Chishima, and named it ‘‘Muygiline,’’ butu it seems to me that this 
is somewhat different from mine, the reason for which might be 
due to the difference of source, especially climatie conditions. 


Il. IsonatTion AND PURIFICATION. 


The sulphate was isolated and purified chiefly according to 
A. Kossel’s (1896, 1898) and M. Nelson-Gerhardt’s (1919) 
methods which are as follows. Ripe and fresh testicles, packed 
in ice and sent from Takao in December and January of 1922 and 
1923, were freed from adhering fibrous tissues, ground finely, 
macerated with water, and filtered through cloth; from the re- 
sulting milky filtrate the protein was precipitated with dilute acetic 
acid, left standing for several hours, and the supernatant fluid 
decanted. After filtermg through folded paper, the residue was 
boiled several times with alcohol, filtered while hot, further ex- 
tracted with ether in Soxhlet’s apparatus, and finally dried in 
vacuo with paraffin over sulphuric acid. The protein mixture 
thus obtained was a light powder amounting to 10-13% of the 
raw testicle and contained 18.92% of nitrogen on an average. 
This powder was then extracted with 1% sulphuric acid 3—4 times 
in succession, and the resulting protamine sulphate precipitated 
with alcohol and ether, and dried in a vacuum desiccator; this 
crude protamine sulphate amounted to 15-16% of the dried and 
defatted protein mixture of the testicle. 

For further purification dissolution in hot water and preci- 
pitation with aleohol were repeated several times; then it was dis- 
solved in water and digested with pepsin and dilute hydrochloric 
acid for 24-48 hours at 37°C., neutralized with sodium carbonate 
solution, filtered, precipitated with sodium picrate, as protamine 
picrate, and the sulphate regained with aceton and sulphuric acid, 
precipitated with alcohol; dissolution and precipitation were re- 
peated until a flocculent precipitate was obtained; after this fol- 
lowed decanting, and thorough washing with ether and drying 
as usual. 
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Ill. Proprrrizs. 
The protamine sulphate is a light, white powder with an 
insipid taste and shows the following reactions, pr. indicating 
precipitation, while + and — the positive and negative colour re- 


actions. 

sodium chloride: pr., ammonium sulphate: pr., 
magnesium sulphate: no pr., potassium chromate: pr., 
copper sulphate: no pr., ferric chloride: pr., sol. in excess, 
lead acetate: pr., basic lead acetate: pr., 
mercuric chloride: no pr., mercuric sulphate: no pr., 
silver nitrate: no pr., sulphosaheylie aeid: pr., 
trichloracetic acid: pr., nitrie acid: no pr., 
phosphotungstie acid: pr., hydroferroeyanic acid: pr., 
potassiomereuri¢ iodide: pr., ammonia: no pr., 
ammoniated protein solution: pr., sodium hydroxide: pr., 
xanthoproteic: (—), Millon: (—), 
Hopkins-Cole: (—), Neubauer-Rohde: (—), 
Sakaguchi: (+), Pauly: (—), 

sulphur: (—), biuret: (++). 


The protamine chloroplatinate was prepared from the sulphate, 
precisely following M. Goto (1902), and analysed. 


Sample I. 


0.1092 em. substance gave 0.0984 em. CO2.=24.57%C, and 0.0448 
om. H,0O=4.59%H. 

0.1397 gm. substance gave 0.1243 em. CO.=24.27%C, and 0.0554 
em. H,0O=4.44Q%H. 

0.1637 gm. substance gave 21.5 cem N» at 20°C. and 767 mm He= 
15.10%N. 

0.1647 gm. substance gave 21.4 cem Ne at 20°C. and 768mm He= 
14.96%N. 
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0.1942 em. substance gave 0.0434 gm. Pt—=22.35% Pt, and 0.1986 gm. 
AgCl==25.30% Cl. 

0.1218 gm. substance gave 0.0270 em. Pt 22.17% Pt, and 0.1242 gm. 
AgCil=25.23% CI. 


Sample IT. 

0.1260 gm. substance gave 0.1152 gm. CO.:=24.94%C, and 0.0480 
om. H,O—4.26% H. 

0.1141 em. substance gave 0.1047 gm. CO2—25.083%C, and 0.0442 
om. H2O=—4.33% H. 

0.1370 em. substance gave 18.2 cem Ne at 24°C, and 764mm He= 
14.91%N. 

0.1330 gm. substance gave 17.5 cem Nz at—=24°C, and 766 mm He= 
14.80%N. 

0.1721 gm. substance gave 0.0374 gm. Pt=21.73% Pt, and 0.1756 em. 
AgCl=25,24%Cl. 

0.1675 gm. substance gave 0.0362 em. Pt 21.61% Pt, and 0.1704 om. 
AgCl=25.17% Cl. 


Tabulated, the results are as follows: 


Sample I Sample IT Average 
C 24.57 24.27 24.94 25.03 24.68 
H 4.59 4.44 4.26 4.33 4.40) 
N 15.10 14.96 14.91 14.80 14.95 
eG 22.35 22.17 21.73 21.61 20°36 
Cl 25.30 AOL20 25.24 207 25.24 
O 8.77 
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The empirical formula, therefore, is Cz6H76N19010- 4HC1+ 
2PtCIa. 


calculated as Csg¢H7¢Ni9010'4HC1-+2PtCh, found 


C 24.62 24.68 
H 4.60 4.40 
N dy, We 14.95 
et 22,20 21.96 
Cl 24.25 25.24. 
O 911 ‘lit 


The sulphate contains 18.15% HeSO., and 23.30%N in total, 
of which 1.48% is amino-N to be liberated as N» by Van Slyke’s 
method. 

The specifie rotation has also been measured with the follow- 
ing results. 

ARO 
Pie = O04 100 @Ya Warde he) 
Le ene eS SL 
3.9803 «2 
average [a]?"= — 81.21°. 
— 6.73100 


enon . eo 


iol 


ITV. Tue Distripution or NITROGEN. 


5.6600 em. of the protamine sulphate was hydrolysed with 
sulphuric acid, the hydrolysate, which was of only light yellow 
colour without any brown or dark tone, was diluted and the total 
nitrogen determined. The main part of the sulphuric acid in the 
remaining fluid was removed with baryta and filtered off. Making 
the filtrate slightly alkaline with lime suspension, the amide 
nitrogen liberated in this way as ammonia was estimated as usual; 
the sesidue in the distilling flask was filtered and washed, the 
filtrate together with the washings condensed in vacuo, covered 
with alcohol and well shaken, left for a night, filtered and washed, 
and the nitrogen in the precipitate determined. The filtrate 
together with the alcoholic washings was freed from alcohol by 
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evaporation in vacuo, slightly acidified with sulphuric acid, and the 
arginine contained in it precipitated by the silver-baryta process, 
filtered, washed thoroughly and the nitrogen of the precipitate 
estimated. The baryta and silver in filtrate and washings were 
removed with sulphuric acid and hydrogen sulphide. On adding 
sulphuric acid and phosphotungstic acid to the filtrate, a small 
quantity of floceculent precipitate was obtained; then followed 
filtering and washing. Solution of the free bases contained in 
the residue was effected according to A. Kossel and R. E. Gross 
(1924), and from it 0.1441 em. of dinitronaphtolsulphonate (or 
flavianate) obtained. 


0.1324 em. substance gave 19.6 ce. Nz at 20°C and 763 mm He, 
calculated as Cg5H i402N4-CyoHgNoSOs V7 223% 
found 16.92%. 


The filtrate of the flavianate, freed from flavianie acid, showed 
no fresh precipitation at the addition of phosphotungstie acid. 

The filtrate of the phosphotungstate was freed from phospho- 
tungstie acid with baryta, and from the baryta in excess with 
sulphurie acid, then it was distilled in vacuo till almost all the 
water was evaporated, after which the distillation flask was con- 
nected with another flask containing concentrated sulphuric acid, 
and the air exhausted from the entire arrangement. In this condi- 
tion it was left for two nights, then boiled for an hour with absolute 
aleohol, using a reflux condenser, and filtered, and the total and 
the amino nitrogen of the filtrate determined. The residue was 
brought back into the original flask, dried and boiled with methyl- 
alcohol as before, filtered, and the total nitrogen of the filtrate 


and the residue estimated. The results of these determinations 
were as follows: 
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Total N 131601 | “100.00 
Amide N 0.05276 4.01 
N precipitated as Ca salt with alcohol 0.00808 0.61 
Arginine N (as Ag salt) 1.03563 78 64 
5 » (calculated from flavianate) 0.01654 1.26 
(Arginine N in total 1.05217 gm=79.90%) 
N soluble in ethylaleohol 0.06693 5.08 
(therein non-amino N 0.03743 gm=2.84% ) 
N soluble in methylaleohol 0.05958 4.52 
N of the filtrate 0.02132 1.62 
Total N refound 1.26084 | 95.74 


From the foregoing colour reactions and determinations it 
appears that the protamine of the Formosan ‘“‘bora’’ contains no 
tyrosine, phenylalanine, tryptophan, and no histidine, lysine and 
cystine, but that a relatively large amount of nitrogen is con- 
tained in the amino acids soluble in ethyl and methylalcohol. 


V. SUMMARY. 


1. A protamine was isolated from the sperm of Mugil 
japonicus Temminck and Schlegel, of which the chloroplatinate 
showed the elementary constitution of C3¢H76Ni9010 4HCl4+-2PtCh 
as empirical formula. 

2. It contains probably no aromatic amino-acids, nor any 
basie amino-acids except a great quantity of arginine (70.58 per 
cent of the free protein) ; of mono-amino acids soluble in ethyl- 
and methylalecohol a relatively large amount is present. 

3. As it seems to differ from the ‘‘Muarinn’’ isolated by 
Prof. M. Yamakawa from Mugil. ‘‘cephalus’’, I will call it 
“‘MuaILINE f’’ provisionally. 


R. Hirohata. 


iw) 
or 
CO 


REFERENCES. 


Goto, M. (1902): Z. physiol. Chem. 37, 97. 

Kossel, A. (1896, 1898): ibid. 22, 178; 25, 166. 

Kossel, A. u. Gross, R. E. (1924): ibid 135, 167. 

Nelson-Gerhardt, M. (1919): ibid. 105, 265. 

Oshima, M. (1921): J. Zool. Soc. 389, 71 Gn Japanese). 

Yamakawa, M. (1926): J. Imp. Fish. Inst. 22, 162 (Gin Japanese with 
English résumé). 


The Journal of Biochemistry, Vol. X, No. 2. 


UBER DAS WESEN DER SALZHYDROLYSE DER 
STARKE BETRACHTET IM LICHTE DER 
SALZWIRKUNG AUF DIE BAKTERIEN- 
ENTWICKLUNG. 


VON 
MORIO YASUDA. 


(Aus der Biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Tokyo. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kakiuchi.) 


(Hingegangen am 18. November 1928.) 


Seitdem Kirchhoff (1811) die Spaltung der Stirke durch 
Kochen mit Séuren und dureh die Wirkune der diastatischen 
Fermente entdeckte, sind zahlreiche Untersuchungen daran interes- 
siert, einerseits die Struktur, andererseits den Spaltungsvorgang 
der Starke und die dabei entstehenden Zwischenprodukte zu stu- 
dieren. Dabei ist die Frage nach der Salzhydrolyse der Starke, 
die seit einigen Jahren von verschiedenen Forschern diskutiert 
worden ist, ebenfalls, ganz bemerkenswert. Unter der Salz- 
hydrolyse der Starke verstand Biedermann (1916) die hydro- 
lytische Spaltung der Starke durch die Gegenwart der Salze in der 
Losung, wie sie durch amylolytische Fermente bewerkstelligt wird. 
Kr bemerkte zuerst, dass geléste Starke imstande ist, an sich selbst 
eine Diastase neu zu bilden, wodurch die Starke vollkommen 
zerleet wird. Wohlgemuth (1919) und Rothlin (1922) kamen 
dagegen zu ganz negativen Resultaten; der letztere sagte, dass 
die Autolyse der Starke von Biedermann weder durch Neu- 
bildung der Enzyme noch durch Aktivierung der Zymogenreste, 
sondern durch Einwirkung von Bakterien oder Pilzen erziert 
wiirde. Der weitere Versuch Biedermanns hat dennoch diesen 
Widerspruch von Rothlin einem Versuchsfehler zugeschrieben 
und darauf aufmerksam gemacht, dass es dabei eine unentbehrliche 
Bedingung ist, dass dem zu priifenden Gemisch der Starke- und 
Salzlésung Luft zugefiihrt werde, und schloss, dass die Autolyse 
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nicht anders ist, als eine durch die Jonen gewisser Salze im Verein 
mit Sauerstoff direkt bewirkte langsame Hydrolyse. 

Diese Behauptung wurde danach durch andere Autoren unter- 
stiitzt, und zwar von Haehn (1923) und Iljin (1924). Haehn 
bestiitigte also den Abbau der Stiirke durch ein System der 
Neutralsalze, Aminosiuren und Pepton, obleich durch Neutralsalze 
allein der Abbau niemals stattfande, wobei sich jedoch I]1jin etwas 
anders aussprach, indem er berichtete, dass die Spaltung der 
Starke durch anorganische Salze allein geschehe, wenn beide nach 
stiarkerer Verdiinnung gemischt wiirden. Dazu schienen die 
weiteren Versuche Biedermanns (1923) die Erscheinune der 
Salzhydrolyse der Starke noch mehr hervorzuheben; da wurde ich, 
der ich damals—Sommer 1924—als Student in diesem Labora- 
torium mit einem biochemischen Kursus beschaftigt war, von Prof. 
Kakiuchi, der auf Grund vorsichtiger steriler Behandlung schon 
za der Uberzeugung gekommen war, dass das Wesen der Salz- 
hydrolyse der Starke schhesslich auf einer Mitwirkung der Micro- 
organismen beruhen miisste, aufgefordert wurde, noch weitere 
Studie zu machen und besonders den Hinfluss der Salze auf die 
Microorganismen, die in diesem Falle eine wesentliche Rolle spielen, 
zu untersuchen. Neuerdings, als meine Untersuchung schon fertig 
war, wurde auch von Takane (1926) mitgeteilt, dass auf Grund 
seiner ausftihrlichen Nachpriifungen der Versuche von Bieder- 
mann, Haehn und Iljin, die sogenannte Salzhydrolyse der 
Starke dadurch zu erkliren sei, dass die Substrate durch Bakterien 
verunreinigt waren. 

Der Zweck der vorliegenden Abhandlung ist in erster Linie, 
fur die Salzhydrolyse der Stirke einen wesentliche Beweis, wenn 
moglich, zu geben; zweitens aber ist danach gestrebt worden. den 
Kinfluss der Salze auf die dabei sich geltend machenden Bakterien 
zu erforschen. 


1. Din ANSCHEINENDE STARKEABSPALTUNG DURCH SAuz. 


Da es allgemein bekannt ist, dass die Microorganismen zu 
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ihrer Entwicklung einige Salze bendtigen, ist am Anfang dieses 
Experimentes wohl zu beachten, dass Mikroorganismen in der mit 
Salzen gemischten Stirkelésung leicht gedeihen und unter Umstiin- 
den auf den Stirkeabbau einen nicht geringen Einfluss ausiiben 
konnen. Es scheint also von Bedeutung zu sein, dass man in 
diesem Falle ganz steril vorgehe und die Einwirkung von Mikro- 
organismen, die der Stirke oder den Salzen saprophytisch anhaften 
oder in der Luft als sogenannte Luftkeime sich befinden, auszusch- 
lessen. Nach Haehn und Biedermann wird die giinstigste 
Bedinguneg der Salzhydrolyse der Starke dadurch herbeigefiihrt, 
dass man der Stirkelésung mit Salzgemisch, welches aus NaCl, KCl 
und CaCly besteht, einige Aminosaiuren und Pepton zusetzt. So 
haben wir in eine Reihe von Reagenzglisern mit ca. 30 cem Inhalt 
Starkeldsung, Salzgemisch und Pepton unter verschiedenen Men- 
genverhaltnissen gegossen, und zwar wurden in die vorlaufig 
sterilisierten Reagenzgliser sterilisierte Stirkelosung, aquimole- 
kulares Salzgemisch und Pepton mittels einer sterilen Pipette 
gebracht und zuletzt mit sterilem Wasser das gesamte Volum des 
Loésungsgemisches auf 10 ecm verdiinnt, sofort verwattet und im 
Brutschrank bei 87°C aufbwahrt. Nach bestimmter Zeit wurde 
ein Teil des Lésungsgemisches in Reagenzglasern entnommen, und 
der Grad des Starkeabbaus durch Jodstarkereaktion geprift. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle I gezeigt. 

Aus der Tabelle ersieht man, dass der Starkeabbau durch 
Salze, Pepton oder Salze und Pepton keinesfalls stattfindet, wenn 
man die Sterilisation beriicksichtigt. Die Resultate, die wir nach 
Iljin und Biedermann yerfahrend, ohne die Sterilisation in 
Betracht zu ziehen, bekamen, waren aber etwas anders, wie wir 
in Tabelle II zeigen wollen. 

Aus diesen Tabellen geht hervor, dass die Starke, wenn 
man die Sterilisation nicht beachtet, durch Kochsalz, Salzgemisch, 
besonders durch Salzgemisch und Pepton zuweilen abgespaltet 
wird, und zwar derart, dass durch Kochsalz allein sehr schwer, 
durch Salzgemisch aber besser und durch Salzgemisch und Pepton 
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TABELLE I. 


Einfluss der Salze auf den Stiirkeabbau unter sterilem Verfahren. 


Starke: 


Salze: 


Kahlbaum loliche Starke 


Versuchstag : 


Kahlbaum ,,zur Analylse‘‘. 
Juli 15-25, 1924. 


Anfangskonzentration d. 


Farbenreaktion auf Jod nach 


Starke eae oe 1 Tag 3 Tagen | 5 Tagen | 7 Tagen |10 Tagen 
70 mol. he s 
0.01 0.001 0.01 blau blau blau 
x 2 2 s 3 of 
99 3 3 ” ” » 
” 4 4 ” ” 
ne 5 5 s ; x 
” 7 7 » ~ 9 
s 9 9 » : ” 
Be 0.01 0.1 Be = a 
0.02 0.0 0.0 pblau blau blau blau blau 
. 0.1 0.0 FE . ” ” ” 
3 0.0 0.05 is Pf ” ” ” 
5 0.1 0.05 Ps 5 ” ” ” 
“4 0.05 0.05 » » , >» 

- 0.01 0.05 5 5 ” ” ” 
0.02 0.002 0.02 blau blau blau blau blau 
» 4 bE ” » ” ” 

, 6 » ” ” ” » 
» 8 8 r» ” ” ” 3 
, 0.01 0.10 ; 55 55 a BS 


viel besser abgebaut wird. 


Dabei kann man nicht tibersehen, dass 
der Starkeabbau unregelmassig hier und da zustande kommt, was 
immer mehr an Einwirkung von Mikroorganismen denken lisst. 
So haben wir versuchsweise die Bakterien in den betreffenden 
Starke-Salzlésungen in Reagenzelisern nach folgender Methode 
gezahlt, deren einige, nach der Farbenreaktion auf Jod beurteilt, 
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TABELLE II. 


Einfluss der Salze auf den Stiirkeabbau ohne Sterilisierungsverfahren. 
Arten der Salze: NaCl, CaCls KCl und deren fiquimolekulare Gemisch. 
Versuchstage: Juli 27-Aug. 1, 1924. 


i) Einfluss des NaCl und CaClo allein. 


Anfangskonzentration d. Farbenreaktion auf Jod (bei 37°C) nach 
Stirke NaCl 20 Stdn. 40 Stdn. 80 Stdn. 
0.1 % 0.9 N. blau blau blau 
ory O.1 ” ” ” 
” 0.05 ” ” ” 
a 0.01 violet violet rot 
0,005 blau blau blau 
o 0.001 3 re - 
- 0.0005 os a es 
0.05 0.5 blau blau blau 
+? 0.1 ” ” ” 
” 0.05 ” ” ” 
” 0.01 3? a? ” 
” 0.005 be) ” ” 
_ 0.001 » ” ” 
3 0.0005 a ae : 
0.03 0.5 blau violet rot 
os 0.1 5 blau blau 
” 0.05 ” ” 3 
* 0.01 - violet violet 
5 0,005 - blau blau 
BS 0.001 9 ” ” 
” 0.0005 ” 7 oy ” 
0.02 0.5 violet violet rot 
4s 0.1 blau blau blau 
a 0.05 38 ” ” 
” 0.01 ” ” ” 
a 0.005 ” ” ” 
is 0.001 9 ” » 
ne 0.0005 ¥ 99 * 
0.01 0,5 violet violet 
¥ 0.1 ” 
- 0.05 blau blau 
ES 0.01 ” ” 
a 0.005 * op 
3 0,001 of ” 
% 0.0005 f oe : 
0.02 CaCle 
“i On blau blau blau 
” 0.05 ” 99 bP) 
” 0.01 ” 399, ” 
‘? 0.005 1) violet rot 
‘ 0,001 7 blau violet 
0.0005 ai a blau 


ii) 
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Einfluss des Salzgemisches: 


m:10 NaCl, KCl und CaCl:-losung. 


Gemisch gleicher Volumina der 


Anfangskonzentration d. 


Farbenreaktion auf Jod (bei 37°C) nach 


Starke 
% 


Salzge- 
misch 


mol. 


0.02 


0.01 

0.009 
0.008 
0.007 
0.006 
0.005 
0,004 
0.008 
0.002 
0.001 


20 Stdn. 60 Stdn, 80 Stdn. 120 Stdn. 
blau gelb gelb gelb 
» violet orange gelb 
e 5a on 9 
” ” 29 ” 
5 blau blau violet 
oa violet orange orange 
” % ” % 
” ” > ” 
3 blau blau violet 
” 9 ” 


jii) Einfluss d. Salzgemisch + Pepton. 


Aufangskonzentration d. 


Farbenreaktion auf Jod 


(bei 37°C) nach 


Salzge- 


Se ape eye eee 80 Stdn. 100 Stdn. 

0.02 0.01 0.1 violet rot gelb 
a 0.009 0.09 . 3 % 

8 8 » >, 39 

By i If 9 05 » 

ss 6 6 blau blau violet 
re 5 5 violet gelb gelb 
‘ t 4 blau blau blau 
” 3 3 6 5 gelb 
a 2 2 rot gelb rot 

ce 0.001 0.01 blau violet 3 


vollstandigen Starkeabbau, andere aber geringe oder ganz negative 


Spaltung zeigten. 
Methode: Aus dem Stirke-Salzlisung enthaltenden Reagenz- 
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glas wird 1leem der Lisung mittels steriler Pipette in das sterile 


Reagenzlas entnommen und mit 9.0¢em_ sterilem Wasser ver- 


dimnt. Dureh Wiederholung desselben Verfahrens wird der Inhalt 
des ersten Reagenzglases auf das 1,000 fache verdiinnt, davon wer- 
den 0.1cem in eine Petrischale gegossen, die mit Bouillonagar- 
Nahrboden verschen ist; der 
Erhitzung, kiithlt sich auf ca. 40°C ab und bleibt noch fliissig. 


Inhalt sehmilzt zunaechst dureh 
Nach 24 stiindiger Kultivierung im Brutschrank werden die Bak- 
terienkolonien in der Schale gezahlt. 

Wir zahiten die Bakterien in dem Stirkesalzgemisch in den 
verschiedenen Reagenzglasern und fanden, dass die Zahl der Bak- 
terien in einem Reagenzelas, dessen Inhalt auf Jod gelb reagierte, 
immer sehr hoch, ganz unbestimmbar war, und in dem durch Jod 


blau gefarbten nur gering war. Tabelle IV zeigt einige Beispiele. 


TABHLLE III. 


Spaltungsgrad der Stiirke und Bakterien-Zahl. 
Versuchstag: Aug. 5, 1924. 


Anfangskonzentration d. Farben- Zahl der 
z va = Reals ton aut recbeay eS 
ae Suze este che a ee (rund) 
0.02 1.0 0 blau 200 
, 0.1 0 orange unzihlbar 
P, 0.01 0 gelb » 
55 0.002 0.2 orange a 
0.004 0.4 ‘blau 220 
” 0.005 0.5 violet 340 
“a 0) 0 blau 40 
- 0.005 0.5 gelb unzahlibar 
re 0 0 blau 6) 


So scheint der Spaltungsgrad der Starke der Bakterienzahl 
proportional zu sein. Wir haben schon bestatigt, dass die Starke 
durch Salze keinesfalls abgespaltet wird, wenn alles steril behandelt 
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ist. Sie wird jedoch, wie mehrere Autoren behaupten, durch 
Salze hydrolysiert, wenn die Hinwirkung von Bakterien nicht 
ausgeschlossen ist. Nun wurde gefunden, dass der Spaltungs- 
vorgang proportional der Bakterienzahl resp. der Bakterienent- 
wicklung stattfindet. Es liegt daher sehr nahe, daran zu denken, 
dass die Einwirkung der Bakterien als wesentliche Ursache des 
anscheinenden Stiarkeabbaues durch Salze gegolten hat. Aber 
welche Arten von Bakterien sind denn wirksam, und welche Rolle 
spielen die Salze dabei? Das miissen wir selbstverstandlich 
zunachst betrachten. 

Aus den Reagenzelisern, in denen die Starke in hohem Grade 
abgespaltet war, isolierten wir mehrere verschiedene Bakterien- 
arten und impften sie dem schiefen Nahrboden des Bouillonagars 
ein, um eine Reinkultur der betreffenden Bakterien zu bekommen 
und dann die Wirksamkeit auf Starkeabbau zu untersuchen. 
Glhicklicherweise fanden wir dadureh einen der Bakterienstamme, 
die die Starke hydrolytisch abspalten. Dies war mit gewohn- 
lichen Farbstoffen leicht firbbarer stibchenartiger Kokkus. So 
haben wir Untersuchungen iiber die Beziehungen zwischen diesen 
Bakterien und den Salzen angestellt, deren Resultate ich im 
folgenden berichten will. Ich m6chte hier bemerken, dass Glimm 
und Grimm (1928) in der neulich angekommenen Biochemischen 
Zeitschrift tiber die Salzhydrolyse der Starke berichteten, dass sie 
auch eime Art stirkeabbauender Mikroorganismen  isolieren 
konnten. 


II. KInruuss DER SALZE AUF DIE STARKEABBAUENDEN 
BAKTERIEN. 

Es wurde schon oben ermittelt, dass der Stirkeabbau in der 
Starke-Salzlosung durch Entwicklung von Bakterien bedingt wird. 
Wir beabsichtigen daher, durch Beobachtung der Stirkeabspaltung 
die Entwicklung der Bakterien festzustellen und den Einfluss der 
Salze auf die Bakterien klarzumachen. 

Methode: In eine Reihe der Reagenzelaser werden die Stirke- 
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und Salzlosungen gegossen, dann mit einer bestimmten Menge von 
Bakterien die den Stirkeabbau zu erzeugen vermoégen, versetzt, 
und im Brutschrank bei 37°C aufbewahrt. Die Bakterien werden 
dabei als Emulsion—2 Osen der 24 stiindigen Reinkultur auf 
schiefem Bouillonagar in 1 cem Wasser aufgeschwemmt — mittels 
Pipette zugefiigt. Nach bestimmter Zeit wird der Abbau der 
Starke durch Farbenreaktion auf Jod beobachtet. 

Zuerst haben wir von NaCl, KCl Versuche angestellt. Die 
Resultate sind in Tabelle IV angegeben. 


TABELLE IV. 


Einfluss des NaCl und KCl auf die Bakterien. 
Versuchstage: Aug. 26-380, 1924. 


Anfangskonz. d. Zugesetzte Farbenreaktion auf Jod nach 
= Bakterien- 
Note ma a a 
ee Se acne as 24 Stdn. 48 stdn. 72 Stdn. 
0.02 1.0 iL@) blau blau violet 
” 0.5 ” ” ” rot 
x 0.1 ie violet rot gelb 
” 0.05 ” ” ” orange 
o6 0.01 > blau violet rot 
a 0.005 - blau violet 
95 0.001 5 aA %9 blau 
0.02 0.001 120 blau violet 
” 0.01 ” ” 23 
a O.1 _ violet rot 
i 0.5 6 blau violet 
” 1.0 2 es blau 
0.02 KC10.8 n 1.0 blau 
= violet 
” 0.5 ” rot 
” 0.1 ay ” 
se 0.05 i violet 
” 0.01 » blau 
an 0.001 a . 
” 0 9 ” 
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Auf Grund dieser Tabelle kénnen wir sagen, dass das Salz 
zum Stirkeabbau genotigt ist und der Abbau resp. die Bakterien- 
entwicklung regelmissig von der betreffenden Salzkonzentration 
abhingig ist. Die optimale Konzentration des Salzes liegt also 
zwischen 0.1 und 0.5 normaler Lésung, die gerade nahe der Kon- 
zentration der physiologischen Kochsalzlosung legt. 

Vor diesen Versuchen haben wir gesehen, dass die ganz gleich 
eingestellten Reagenzeliser zuweilen nicht tibereinstimmende Ab- 
spaltung seigen, was wir anfanglich nicht begreifen konnten. 
Bald haben wir jedoch diese Tatsache dem Umstande zugeschrieben, 
dass die Grésse der Oberflaichen der Starke-Salz-Bakterienmischung 
in den Reagenzelaisern, die im Becherglas an die Wand gelehnt 
und im Brutschrank aufbewahrtwaren, verschieden war. Der 
Grund dieser Erscheinung bestand in foleendem: man veranderte 
die Oberflachengrosse der Mischung in den Reagenzeglisern auf 
vorschiedene Weise, indem man die eine der drei Versuchsreihen 
auf 15°, der andere auf 45° und die dritte auf 90° neigte. 


TABELLE V. 


Einfluss der Oberflichengrésse auf die Bakterien. 


Anfangskonz. d Zugesetzte Farben- 
Nr. der Bakterien- NT oat cy reak. auf 
Reihe Starke NaCl emulsion Neigung Jod nach 
% n ecm. 48 Stdn. 
0.02 O01 ie) orange 
il ” hs ” Ibs) gelb 
” ” + orange 
0.02 0.1 1.0 orange rot 
1 ‘5 °§ 5 45° 5 
bes ed ” eZ 
0.02 0.1 1.0 blau violet 
tal $5 ; 5 90° violet 
” ” ” ” 


Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Entwicklung der 
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Bakterien durch Vererdsserung der Oberfliiche des Mediums be- 
gtinstigt wird, was man wohl foleenderweise erkliren muss: die 
grosse Oberflache des Mediums lasst den Sauerstoff, den die betref- 
fenden Bakterien zu ihrem Gedeihen benotigen, in die Loésung 
leicht diffundieren. 

Mit Rucksicht auf die bisher erwihnten Bemerkungen haben 
wir sodann den Einfluss der verschiedenen Ionen auf die Bakterien 


untersucht. Die Resultage sind in Tabelle VI zusammengefasst. 


TABELLE VI. 
Hinfluss der Anionen und Kationen auf die Bakterienentwicklung. 
Versuchstage: Aug. 30-Sept. 5, 1924. 


| 
| 
| 
| 
| 


=o pe oS » 1 &| Farbenreaktion |S o . © S/o. 8| Farbenreaktion 
ian | r=) ; ‘ Hos = Z 
Sia! sat |sSo] aufJodnach |O4 | &@S37I8 SS! auf Jod nach 
Hic Stem) ieee Riss See alosras 
ON +> <S iS SO re) eee OO O ll ett = riess: || DO 
A 2S oo Ueda “a. |Ae a NOD S| AOE Opera otter WO Can 
Sos PNY dod 2/24 Stdn.|48 Stdn.| = 2S WN | 9-4 2/24 Stdn.|72 Stdn. 
Seid AS A 2S Smile) Sale 2 5 { 
aro tp o INM = pe wet Gro |SHSINM B aS 
<q | © bere3? <¢ <x ts @ bei 387°C 
0.02 | NaCl 1.0 | rot orange | 0.02 | NaCl TA) 4) aig gelb 
= violet . _ blau 
NabBr rot re G F : . 
a2 a EOI KC] > | violet rot 
+ r ‘ blau 
Pee N ated) » | orange | gelb 9) | NEC BA | foulenve violet 
NT orange aos blau ; 
NaNO, is re ( pales rio] 
», | NaNO; oa eae LiCl | s | sioje¢ | Violet 
» | NasSOz » | gelb - Be eee SaeDilanr blau 
2 0 violet 
» | NasHPo, » | Violet a »» | CaCle » ” rot 
| Natentrat ns 55 orange » | MgCles . 5p violet 
_ blau 
» | Na-acetat = Dla blau » | AICI; S x See 


Aus dieser Tabelle ersieht man, dass der Einfluss der Kationen 
sehr gering ist. Aber die Versuche, die betr. die Einwirkung der 
hochwertigen Kationen wie La, Ce, Th, Ti u.a. auf die Bakterien- 
entwicklung, die den Stirkeabbau zur Folge hat, angestellt wurden, 
zeigten merkwiirdige Ergebnisse, wie in Tabelle VII zusammen- 


gestellt ist. 
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bo 
co | 
(=) 


TABELLE VII. 


Einwirklung der hochwertigen Kationen auf die Bakterienentwicklung. 
Versuchstage: Juli 12-15, 1926. 


ET Salze der mge-_ 
Anfangskonz. o 2 setzten Farbenreaktion 
d. BE. hochwertigen auf Jod nach 
OEE Kationen 
oo | | 
arn © Konz. | 24 Stdn. | 48 Stdn. | 72 Stan. 
Starke | NaCl | 36% sede Bye U2 oa 
% i 'S n. bemoTeG 
cQ | 
2 bl Pe rot 
0.02 0.1 1.0 Kontrollversuch =| ” au violet 
| 
, . f (nit H20) heirs Ciel . 
0.02 0.1 1.0 LaCls 0.001 blau blau blau 
blau- Ns 
” ” ” ” Baik ” violet violet 
” » ” ” *0.00001 | violet rot orange 
0.000005 " VO a iron 
” ” ” ’ i ot 
0.02 (Out 1.0 |ThCNOs)s} 0.0001 blau blau blau 
” i o6 ” 0.00001 violet rot 
” > > % *9.000005 | violet rot gelb 
* rot- 
” ” ” 2 a 22 orange| ” 
3 — 55 = 0.000001 | blau violet rot 
0.02 0.1 1.0 |Ce(NOs)s| 0.0001 | Ddlau Shan Bat 
5) ” 0.00005 ” violet: violet 
< : blau 
. " ‘ ; *0.00001 | violet | “let | ger 
» op a6 95 0.000005 | blau violet rot 
” ” o ” 0.000001 ” ” ” 
002 | O41 1.0 | Tick | 0.0001 | blau Ria plan 
” ” ” ” *0.00001 ” violet rot 
” ” ” *9.9000005 sh rot orange- 
¥, rot 
” ” ” ” ” ” lau ; ” 
OL | . : ; 
” ” ” ” 0.0000 itt ’ violet V iolet 


* Bezeichnet die beschleunigte Stiirkeabspaltung. 
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Dabei wurde auch die Beziehung zwischen Stiirkeabbau und 
Bakterienzahl studiert, wie Tabelle VIII zeigt. 


TABELLE VIII. 


Stikeabbau und Bakterienzahl. 


Rs ies ; Zahl der Bakterien 
Anfangskonzentration d. | 246 Farbenroaktion z Wan Cs 
g ged ane od nach Kolonien (rund) 
fom a nach 
noo ——_ 
Smee 2a a ie a 
Ses ngees || INTO belts coed 5 | 48 Stdn. | 72 Stdn. | 48Stdn. | 72 Stdn. 
At Sy eS | 
Le NA 4 | 
W, is ne = | 
2 4 bei 37°C 
0.02 0.1 0 1.0 blau- violet 205 1560 
violet 
» De 0 es ” * 
” op 0.0001 a blau blau 40 60 
ed ”? ” ” ” ” 
yh blau- - 
0.00001 ; a ; 240 be ar 
” ” > aa rot 4 unzihlbar 
” ” ” ” violet a5 


Aus diesen zwei Tabellen ersehen wir, dass die Salze der 
hochwertige Kationen im iusserst verdiiunten Zustand die Bak- 
terienentwicklung aktivieren, obgleich diese in hoheren Konzen- 
trationen vielmehr auf die Organismen giftig einzuwirken scheinen. 
Diese Tatsache wollen wir derart deuten, dass die Salze der hoch- 
wertigen Kationen in hoher Verdiinnung, nachdem die Giftigkeit 
verloren gegangen ist, durch Sauerstoffiibertragung die Bakterien- 
entwicklung begunstigen. Uber die Wirkung als Sauerstoffiiber- 
triger von diesern Salzen ist schon von Killing, Jorissen und 
Reichert (1899) berichtet, doch wollen wir es auch bestatigen, 
indem wir die Hinwirkung der betreffenden Salze auf die Oxyda- 
tion des Hisensulfates als Modell studieren. 


Ill. KarauytiscHue WiIrKUNG HOCHWERTIGER KATIONEN 
AUF DIE OXYDATION DES HISENSULFATES. 


Methode: 1eem von n/10 FeSO4-l6sung wird in ziemlich 
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erossem Reagenzglas (ca. 15X25em.) entnommen mit der Salz- 
lésung der zu priifenden Kationen und Wasser zugesetzt, bis das 
gesamte Volum des Lésunesgemisches 10 cem betrigt, mit Gummi- 
kropf verschlossen und wie vorher im Brutschrank bei 37°C auf- 
bewahrt. Nach bestimmter Zeit wird das zuriickbleibende, nicht 
oxydierte FeSO, mit n/100 KMnO, titriert. 

Die FeSO,-lésung hat die Neigung, wenn sie in der Luft bloss- 
gelegt wird, langsam zum Fe.(SO4)3 oxydiert zu werden. Die 
Oxydation ist aber von der Wasserstoffionenkonzentration sehr 
abhingig, so haben wir zuerst die Wasserstoffionenkonzentration 
untersucht. Dabei wurden als Puffer nach Sérensen hergestellte 
HCl, Glykokoll; Na,HPO,, KH2,PO;,; und NaOH, Glykokoll Misch- 


TABELLE IX. 


Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration auf die Oxydation des FeSO. 
Anfangsmenge des FeSO.:: lecem n/10 FeSO; + 7H20 (=2.95mgi Fe) 
Versuchstage: Sept. 5-8, 1926. 


Zuriickbleibendes FeSO. nach 
3 Stdn. bei 37°C 
pH ca | Proz. der 
in eem. ene: 
Bll 5.30 2.95 a) 
ao 3.99 2.18 26.4 
6.2 3.80 2.12 28.4 
7.2 3.60 2.00 2.0 
8.0 3.50 1.95, 337 
ale 2.90 1.62 45,2 
96 2.00 M40 52.6 
9.9 2.30 1,29 56.4 
DRO 2.95 1.56 47.2 
11.9 3.20 WA) 39.5 


ie 
ee) 
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ungen gebraucht, und die Wasserstoffionenkonzentration nach der 
Indikatorenmethode von Clark und Lubs bestimmt. 

Die Oxydation des FeSO, scheint in alkalischer Reaktion sehr 
beschleunigt zu sein und das Optimum zwischen pH 9.6 und 9.9 
zu legen. 

Dann wurden die Versuche tiber die katalytische Wirkung der 
hochwertigen Kationen angestellt ; die Ergebnisse sind in folgender 
Tabelle niedergelegt. 

TABELLE X. 
Einwirkung der hochwertigen Kationen auf die Oxydation des FeSO,. 


Anfangsmenge des FeSOxu: 5 eem n/20 FeSO: + 7H20 (=7.36 mg. Fe) 
Versuchstage: Sept. 10-15, 1926. 


Zuriickbleibendes FeSO; nach 
3 Stdn. bei 37°C 

I Arten d. Salze Proz. der 

Dp (Konz. =n/1000) eH ee Ri veniorbercc hina Oxydierung 
K MnO, in ecm. eS. 

8.6 Mi0Iin (NOs;) 4 6.00 3.30 BAY 

OF Zr (NOs) 4 6.80 3.8) 48.4 

“~ TiCh 7.60 4,24 42.4 

” Ce (NOs)s 7.10 3.07 46.1 

» Yt(NOs)s 6.95 3.88 47.3 

$s LaCl; 7.40 4,13 43.9 

5 H.0 8.50 4.75 30.0 


Daraus ist also zu ersehen, dass die Oxydation des FeSO, 
durch Zusetzung mit den Salzen betreffender Kationen beschleunigt 
wird, was man auf die Wirkung als Sauerstoffiibertrager zuriick- 
fiihren muss. 

Auf den oben genannten Salzen wurde Ce(NO3)3 gewahlt, 
um den Einfluss auf die Oxydation des FeSO, unter verschiedenen 
Konzentrationen, besonders in fiusserst verdiinntem Zustande zu 


untersuchen. 
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TABELLE XI. 
Wirkung des Ce(NOs)s auf die Oxydation des FeSO: unter verschiedenen 
Konzentrationen, 


Versuchstage: Sept. 15-24, 1926. 


‘4 Zuriickbleibendes FeSO, nach 
8 Stdn. bei 37°C : 
Fe Ce(NOs)s Fare aT Proz. der 
FeSO, aes pH lye ne als Fe berechnet| Oxydierung 
KMnQ, in cem. oe 
n/25 9.0 4.00 2.23 69.7 
Ss n/50 a 3.50 1.96 733 
RM) 
es n/100 35 4.30 2.40 67.3 
a z n/200 8.0 6.35 3.55 65.2 
at n/400 8.6 6.70 3.74 49.1 
oR 
Soa 5 n/890 8.8 7.10 3.97 46.1 
ones 
Sbeie n/1600 9.0 8.00 447 39.3 
& 8 
a Ss n/3200 & 8 50 4.75 35.5 
sa Se 
a < n/2 Us 8.50 4.75 35.5 
nach 40 Stdn. bei 37°C 
I a ae LS a 
oe 
» 323 n/800 7.0 4,15 2.31 68.6 
a0 > fy °° 
A Ao = n/6400 7.2 6.85 3.83 48.1 
= ON 
fot A & n/12800 i 7.10 3.96 46.2 
a) | mie i 8.30 4.64 37.1 
< < 
nach 60 Stdn. bei 37°C 
Bae n/25600 | 7.2 6.15 3.44 53.4 
Ma 
ais BS n/51200 Fe 6.65 3.71 49.6 
a= 2S 
gS ss n/% 5 7.10 3.96 47.8 
iD (t n/o 7.10 3.96 47.8 
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Die katalytische Wirkung des Ce(NO3)3 ist in der Konzentra- 
tion von n/50 am deutlichsten, und nimmt mit der Verdiinnune 
ab, aber sie wird in der hohen Verdiinnung, wenn man lange Zeit 
hindurch beobachtet, noch bemerkt. 

Auf diese Weise glauben wir bestitigt zu haben, dass die hoch- 
wertigen Kationen durch Sauerstoffiibertragung die Oxydation des 
FeSO, beschleunigen; dieselbe Higenschaft diirfte sich vielleicht 
im Medium der Mikroorganismen entfalten und zur Begiinstigung 
der Entwicklung beitragen. 


ZUSAM MENFASSUNG. 

Es wurden Versuche angestellt, zuerst iiber die hydrolytische 
Spaltung der Starke durch neutrale Salze oder Pepton; und es 
wurde festgestellt , dass sie schliesshich durch Einwirkune der 
Mikroorganismen erzeugt wird. Dann wurde iiber den Hinfluss 
der Salze auf die Bakterien, die stikeabbauend wirken, nachdem 
sie isoliert und rein kultiviert waren. Dabei war merkwiirdig, 
dass die Entwicklung der Bakterien in einem innigen Verhaltnis 
mit der Konzentration der Salzlosune steht, und dass die hoch- 
wertigen Kationen in sehr hoher Verdiinnung, in chemisch kaum 
nachweisbarer geringer Menge, auf die Bakterienentwicklung 
sehr aktiv einwirken. In der Natur dirften diese Kationen in 
verschiedenen Medien, wo verschiedene Mikroorganismen sich 
befinden, vorkommen und die Entwicklung der Mikroorganismen 
beeinflussen. 

Drittens konnte man _ bestitigen, dass dieselben Kationen 
durch Sauerstoffiibertragung auf die Microorganismen gtinstig 
wirken, was wir dureh Untersuchung des Einflusses derselben 
Kationen auf die Oxydation des Eisensulfates konstatiert haben. 


Diese Arbeit wurde unter der Leitung Herrn Prof. Dr. 8. 
Kakiuchis ausgefiihrt und an der zweiten Generalversammlung 
der Japanischen Biochemischen Gesellshaft (zu Kyoto, Okt. 1926) 
von mir gelesen. Fiir die freundlichen Ratschlage des Leiters 


276 M. Yasuda. 


bin ich ihm zum herzlichsten Dank verpflichtet. Ich muss auch 
gleichzeitig ihn wegen der Verspatung der schriftlichen Veroffent- 
lichung der Arbeit um Entschuldigung bitten. 
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UBER DIE WIRKUNG DER PROTEOLYTISCHEN 
FERMENTE AUF DIE BENZOYL- UND DESAMINO- 
DERIVATE DER POLYPEPTIDE. 


VON 


TSUTOMU KAWAT. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der kaiserlichen Universitit 
zu Kyoto. Director: Prof. Dr. K. Mayeda.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1928.) 


Im hiesigen Institut wurde bei den Untersuchungen der Wir- 
kung des Darmerepsins auf die Polypeptidderivate, die ausschliess- 
lich aus Glykokoll aufgebaut sind (Imai, 1924, i), nachgewiesen, 
dass solehe Verbindungen, die bei der totalen Hydrolyse drei oder 
mehr Molektile Glykokoll erzeugen, durch Erepsin gespaltet werden, 
wahrend solche, die unter den gleichen Bedingungen zwei Molekiile 
Glykokoll abspalten, durch Erepsin nicht hydrolysiert werden. 
Aber im Hiweissmolekiil ist das Vorhandensein einer solchen langen 
Kette, die aus Glykokoll allein zusammengesetzt ist, nicht denkber. 

Daher ist es wiinschenwert, die Untersuchung auf solehe Poly- 
peptidderivate, die aus verschiedenen Aminosduren aufgebaut sind, 
auszudehnen. 

Zu diesem Zwecke stellte ich Glyeyl-dl-phenylalanin, dl-Leueyl- 
elyein, Glyeyl-l-phenylalanin und Glyeyl-l-leucin dar und unter- 
suchte zuerst ihr Verhalten gegen Erepsin und Trypsin. Dabei 
stellte ich fest, dass alle diese Dipeptide durch Erepsin leicht 
gespaltet werden, wihrend sie durch Trypsin fast nicht ange- 
eriffen werden. 

Zunichst untersuchte ich die Wirkune des Trypsins und 
Erepsins auf die Benzoylderivate dieser Dipeptide. Wie Benzoyl- 
elycylglycin wurden sie durch gereinigtes Erepsin gar nicht 
gespaltet. Mit einer nicht gereinigten Erepsinlosung (Glycerin- 
extrakt der Rindsdiinndarmschleimhaut) wurden sie dagegen 
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deutlich hydrolysiert, wihrend Benzoylglyeylglycin dadurch gar 
nicht hydrolysierbar war. Spaltung der Benzoylderivate der 
Dipeptide, wie Glyeyl-dl-phenylalanin, dl-Leucylglycin u.s.w., mit 
Glycerinextrakt der Rindsdiinndarmschleimhaut durch Erepsin 
selbst oder durch beigemengtes Trypsin oder ein dem Trypsin nahe 
verwandtes Ferment hervorgerufen, ist vorlaufig nicht sicher- 
eestellt. 

Durch Trypsin (Gribler) werden die Benzoylderivate von 
Glycyl-dl-phenylalanin, dl-Leucylglyein, Glyeyl-l-phenylalanin und 
Glyeyl-Lleucin gespaltet, und zwar verlauft die Spaltung bei 
racemischen Verbindungen asymmetrisch. Beim Versuch mit 
Benzoylglyeyl-dl-phenylalanin fand ich als tryptische Spaltungs- 
produkte Hippurséure und 1-Phenylalanin. Dadurech ist mit 
Sicherheit erwiesen, dass die Spaltung der Benzoyldipeptide an 
der Stelle der Peptidbindung auftritt. Das Verhalten von 
Benzoylglycylglycin gegen Trypsin ist ganz verschieden von dem 
der Benzoylderivate der anderen untersuchten Dipeptide. Die 
Substanz ist weder durch Erepsin noch dureh Trypsin (Griibler) 
hydrolysierbar. Dieses Resultat stimmt nicht ganz iiberein mit 
denen von Utzino (1928), der unabhangig vom Verfasser das 
Verhalten von Benzoyl- und Phtalylglyeylelyein gegen Pankreas- 
fermente untersuchte, wobei sich ergab, dass sowohl Benzoyl- als 
auch Phtalylglyeylglyein durch Pankreassaft, Pankreaspresssaft, 
Pankreatin u.s.w., und zwar an der Stelle der Glycylglycinbindung, 
hydrolysiert werden. Ob die Spaltung von Benzoyleglycylglycin, 
die Utzino (1928) beobachtete, durch Trypsin hervorgerufen 
wird oder durch ein dem Trypsin sehr nahe verwandtes Ferment, 
das im Griiblerschen Trypsinpraparat nicht vorhanden war, ist 
noch nicht aufgeklart. 

Ausser Trypsin (Gribler) sind die Benzoylderivate vor allem 
durch nach dem Adsorptionsverfahren gereinigtes Trypsin hydroly- 
sierbar. 

Aus all diesen Ergebnissen geht héchst wahrscheinlich hervor, 
dass die Benzoylderivate der Dipeptide durch Trypsin oder ein 
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dem Trypsin sehr nahe verwandtes Ferment an Stelle der Peptid- 
bindung gespaltet werden. 

Da in der oben erwihnten Weise die durch Trypsin nicht 
hydrolysierbaren Dipeptide, wie Glyeyl-dl-phenlalanin und dl- 
Leucylglyein, wenn ihre freie Aminogruppe durch Benzoylradikal 
bedeckt wird, durch Trypsin hydrolysierbar werden, so unter- 
suchte ich weiter die Wirkune des Trypsins auf Tripeptide, bei 
welchen noch eine Aminosiiure mit den dureh Trypsin nicht 
hydrolysierbaren Dipeptiden gekuppelt ist, und stellte fest, dass 
Diglyeyl-dl-phenylalanin und Dileueylelyein dureh Trypsin 
hydrolysiert wurden. Diese Resultate stimmen mit denen von 
Emil Fiseher und Emil Abderhalden (1905) iiberein, die 
festgestellt haben, dass Glyeylleucylalanin und Alanylleueylelyein 
durch Trypsin hydrolysierbar sind, wihrend Leueyvlalanin und 
Leucylelvein dadurch nicht gespaltet werden. 

Das Verhalten der Benzoylderivate der Tri- und Tetrapeptide, 
die ausser Glykokoll noch dl-Phenylalanin enthalten, gegen Erepsin 
ist ganz gleich wie bei den Benzoylderivaten der auf Glykokoll 
allein aufgebauten Polypeptide (Imai, 1924), es werden namlch 
Benzoyldiglyeyl-dl-phenylalanin und Benzoyltriglyeyl-dl-phenyl- 
alanin dureh Erepsin hydrolysiert. 

Im Anschluss an diese Versuche untersuchte ich die Wirkung 
des Trypsins auf Benzoyldiglycylglycin, und es ergab sich, dass 
dieses durch Trypsin gar nicht abgebaut wird. 

Uber die Wirkung des Erepsins auf die desaminierten Poly- 
peptide fand Murachi (1927), dass Glykolylglycin und Glykolyl- 
elyeylelyein dureh Erepsin nicht hydrolysierbar sind, wahrend 
Glykolyldiglyeylelyein dagegen dadurch hydrolysierbar ist. Nach 
diesen Resultaten verhalten sich die Glykolylderivate von Glycyl- 
elycin und Diglyeylelycin gegen Erepsin in ganz gleicher Weise 
wie die Benzoylderivate. Daher diirfte es interessant sein zu 
untersuchen, wie sich die desaminierten Polypeptide gegen Trypsin 
verhalten. 

Zu diesem Zweeke stellte ich Glykolyl-dl-phenylalanin, Glykolyl- 
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elyeyl-dl-phenylalanin, Leukolylglycin und Leukolyl-leucylglycin 
dadurch dar, dass ich auf die entsprechenden Di- und Tripeptide 
Salzsiiure und Silbernitrit einwirken less. Leukolylglycin wurde 
ebenfalls durch die Einwirkung von frisch gefalltem Silberoxyd 
auf Bromisokapronylglycin dargestellt. 

Alle erhaltenen Saéuren krystallisieren nur schwer in reinster 
Form, und ihre Higenschaften sind nicht genau anzugeben. Uber 
ihr Verhalten gegen proteolytische Fermente konstatierte ich, dass 
alle untersuchten Séuren gegen Erepsin sehr widerstandsfahig 
sind, dagegen dureh Trypsin Glykolylelyeylphenylalanin und 
Leukoylleucylelycin hydrolysiert werden, wahrend Glykolyl-dl- 
phenylalanin und Leukolylglyvcin dadureh nicht hydrolysierbar 
sind. 

Diese Ergebnisse stimmen mit den bei den Versuchen mit 
Benzoylderivaten erhaltenen gut iiberein. 

Eime Untersuchung tiber die Wirkuneg des Trypsins auf die 
anderen verschiedenen Derivate der Dipeptide ist im _ hiesiegen 


Institut im Gane. 


Experimenteller Teil. 


1. WirkuneG pes Trypsins aur Guycyu-dl-PHENYLALANIN, 
dl-Lrucy.LeLycin, Guycyu-l-PHENYLALANIN UND 
GLYcYL-l-LEUCIN. 


Versuch 2. 

0,25 ¢@ Glyeyl-di-phenylalanin (Leuchs u. Suzuki, 1904). 
wurden in der berechneten Menge Sodalésung geldst, darauf 0,1 ¢ 
Soda zugefiigt, das Gemisch auf 50 eem mit Wasser verdiinnt und 
unter Zusatz von 0,5 g Trypsin (Griibler) und etwas Toluol bei 
37°C. digeriert. 

Zur Kontrolle wurden die sodaalkalische Trypsinlésung und 
die sodaalkalische Glyecyl-dl-phenylalaninlésung mit gekochtem. 
Trypsin bei 37°C. digeriert. 


Benzoyl- und Desaminoderivate der Polypeptide. 281 


In allen Fallen wurde der freie Aminostickstoff nach van 
Slyke bestimmt. 


TABELLE J. 


; -N 3 9 ee 
Amino-N in Amino-N in Amino-N ge 
Bas Ss sodaalkalischer 1 
: 2 ¢em 2 com Civeul dicshenel abgespat- 
Stunden | Verdauungs- | sodaalkalischer Fen niG He Paik tener 
fliissigkeit Trypsinlésung a Z a ae Ninmg 
inmeg inmg Seabee 
Trypsinidsung in mg 
0 0,7532 0,0267 0,7544 
20 0,7542 0,0267 0,7546 0,0008 
44 0,7660 0,0289 0,7542 0,0108 
68 0,8066 0,0272 0,7544 0,0529 


Versuch 2. 
0,25 @ dl-Leucylglyein (Fischer u. Brunner, 1907) wurden 
in 50cem Sodalosune, die 0,38 @ Sada enthielt, gelost und unter 
Zusatz von 0,9g Trypsin (Griibler) und etwas Toluol bei 37°C. 


digeriert. 
TapeLLE IL. 
Amino-N in Amino-N in Amino-N in 2 cem 
2 ecem 2 ecm sodaalkalischer abgespal- 
Stunden | Verdauungs- | sodaalkalischer | dl-Leucylglycinlosung tener 
fliissigkeit Trypsinlosung mit gekochter N in mg 
in mg inmg Trypsinlosung in mg 
0 0,8140 0,0268 0,8162 
20 0,8151 0,0268 0,8162 0,0011 
44 0,8162 0,0284 0,8164 0,0006 
68 0,8176 0,028+4 0,8162 0,0020 


Ly} 


Versuch 3. 


0,25 ¢ Glyeyl-l-phenylalanin wurde in 50 cem Sodalosung, die 
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0,52 ¢ Soda enthielt, gelést und unter Zusatz von 0,5 g Trypsin 
(Griibler) und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELDE ILE, 


Amino-N in Amino-N in Amino-N in 2 cem 
2 com 2 ccm sodaalkalischer | abgespal- 
Stunden Verdauungs- sodaalkalischer | Glycyl-l-phenylalanin- | tener 
fliissigkeit Trypsinlésung | l6sung mit gekochter Ninmg 
inmg in mg Trypsinlo6sung in mg 
0 0,8129 0,0269 0,8142 
14 0,9008 0,0269 0,8142 0,0879 
34 1,0120 0,0272 0,8142 0,1988 
58 1,0088 0,0274 0,8142 0,1954 


Versuch 4. 
0,25¢@ Glyeyllleucin (Fischer u. Steingréver, 1909) 
wurden in 50 cem 0,29%-iger Sodalésung gelést und unter Zusatz 
von 0,9 ¢ Trypsin (Griibler) und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE LV. 


Amino-N in | Amino-N in Amino-N in 2 cem 
2 ¢em 2 cem sodaalkalischer abgespal- 
Stunden Verdauungs- sodaalkalischer | Glyeyl-l-leucinlésung tener 
fliissigkeit Trypsinlosung mit gekochter N inmg 
inmg in mg Trypsinl6sung in mg 
0 0,8507 | 0,0269 0,8528 
18 0,8618 | 0,0262 0,8528 0,0118 
32 0,8729 0,0272 0,8530 0,0219 
66 0,8729 0,0274 0,8540 0,0205 


Wie aus Tabelle I, If, 111 und IV ersichtlich ist, wurde Glyeyl- 
l-phenylalanin durch Trypsin etwas hydrolysiert, die drei anderen 
Substanzen dagegen nicht. 
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II. Wirkune ves Erepsins aur Guycyn-dl-pPHENYLALANIN, 
dl-Lrucyietycin, Guycyu-l-PHENYLALANIN 
UND GLYCYL-!-LEUCIN. 


Die gebrauchte Erepsinldsune wurde dadurch hergestellt, dass 
der Glycerinextrakt der Rindsdarmschleimhaut nach dem Adsorp- 
tionsverfahren von Willstatter und Waldschmidt-Leitz 
(1923) gereinigt wurde. Die so bereitete Erepsinlésung iibte 
keine tryptische Wirkune auf Edestin mehr aus, wahrend die 
ereptische Wirkung auf Glyevlelvein sich deutlich erkennen Liss. 


Versuch 7. 
0,25@ Glyeyl-dl-phenylalanin und 0,64@ Soda wurden in 
45 eem Wasser gelost und unter Zusatz von 5cem Erepsinlosung 


or 


und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE V. 


ea in Amino-N in Sa prac ees us 
Stunden ede gs- mr tealiae her EEA Se tener 
ieee aaa : : | + és 
ce it Er ae Aer enn N inmg 
0 0,7452 0,0112 0,7464 
20 0,9563 0,0112 0,7464 0,2111 
44 1,0119 0,0236 0,7464 025438 
68 1,0286 0,0334 0,7464 0,2612 
92 1,0564 0,0334 0,7464 0,2890 


Versuch. 2. 
0.2@ dl-Leyeylelyein und 0,38e@ Soda wurden in 45 cem 
Wasser gelést und unter Zusatz von 5cem Erepsinlosung und 


etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 
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TABELLE VI. 
| Amino-N in Amino-N in Amino-N in 2 ecem ; 
2 cem 2 ecm sodaalkalischer abgespal- 
Stunden | Verdauungs- sodaalkalischer | dl-Leucylglycinlosung tener 
fliissigkeit Hrepsinlo6sung mit gekochter Ninmg 
in mg in mg Erepsinlosung in mg 
0 0,8242 0,0122 0,8271 
20 1,3344 0,0122 0,8271 0,5102 
44 1,3566 0,0334 0,8271 0,5112 
68 1,3568 0,0343 0,8271 0,5105 


2, 


Versuch 3. 


0,25 e Glyeyl-l-phenylalanin und 0,64 g Soda wurden in 45 cem 


Wasser gelést und unter Zusatz von 5 cem Erepsinlosung und etwas 
Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE VII. 


Amino-N in 


2 ¢em 
Stunden Verdauungs- 
fliissigkeit 
in mg 
0 0,8451 
20 1,0008 
44 esa 
68 ils awh 


Amino-N in Amino-N in 2 eem 
2 eem sodaalkalischer abgespal- 
sodaalkalischer | Glycyl-l-phenylalanin- tener 
Erepsinilésung | losung mit gekochter N in mg 
in mg Erepsinlé6sung in mg 
0,0122 0,8486 
0.0122 0,8486 0,1557 
0,0226 0,8474 0,2676 
0,0334 0,8478 0,2588 


Versuch 4. 


0,25 g Glycyl-lleucin und 0,38 ¢ Soda wurden in 45 cem Wasser 
gelost, darauf 5cem Erepsinl6sung und etwas Toluol zufiesetzt 


und bei 37°C. digeriert. 
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TABELLE VIII. 


Amino-N in Amino-N in Amino-N in 2 cem 
: 2 cem 2 com sodaalkalischer abgespal- 
Stunden V erdauungs- sodaalkalischer | Glycyl-l-leucinlosung tener 
fliissigkeit Erepsinlosung mit gekochter Ninmg 
in mg in mg Erepsinlosung in mg 
0 0,8528 0,0122 0,8562 
20 0,9642 0,0124 0,8562 0,1112 
44 1,1436 0,0346 0,8564 0,2682 
68 1,1444 0,0342 0,8564 0,2696 


Aus Tabelle V, VI, VII und VIII geht hervor, dass Glyeyl- 
dl-phenylalanin, dl-Leyeylelyein, Glyeyl-l-phenylalanin und Glyeyl- 
l-leuein durch Erepsin gespaltet werden. 


III. Wirkune pes Erepsins AUF BENZOYLGLYCYL-d1-PHENYL- 
ALANIN, BENZOYL-d1-LEUCYLGLYCIN, BENZOYLGLYCYL-I- 
PHENYLALANIN UND BENZOYLGLYCYL-I-LEUCIN. 


Versuch 1. 

Benzeylelyeyl-dl-phenylalanin (Curtius u. Miller, 1904) 
wurde in der tiblichen Weise durch Benzoylierung von Glyeyl-dl- 
phenylalanin dargestellt. 

4,8e@ Glyeyl-dl-phenylalanin wurden mit 30 cem n-Natron- 
lauge tbergossen, in Kaltemischung stark abgekthlt, und unter 
starkem Schiitteln wurden abwechslend 4,5 @ Benzoylehlorid (in 
Ather gelést) und 45 eem n-Natronlauge im Laufe einer Stunde 
hinzugefiiet. Nach dem der Geruch der Benzoylchlorids ver- 
schwunden war, wurde das Gemisch mit Salzsiure angesduert, nach 
einiger Zeit der entstandene weisse krystallinische Niederschlag 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus heissem Wasser wn- 
krystallisiert. Schmelzpunkt 172°C. (unkorr.) Ausbeute 4,2 ¢ 
Die Analyse der im Vakuumexsikkator itiber Schwefelsaure getrock- 
neten Substanz ergab einen mit Benzoylglycylphenylalanin tiber- 


einstimmenden Wert. 
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0,1463 e¢ Substanz brauchten zur Neutralisation des 
Ammoniaks 8,9 eem N/10 H.SO,4 
Ber.-fiir : CsH;CO.NH.CH2.CO.NH.CH (CHoe.CgH;).COOH 8,59%N 
Gef. 8,0070N 
0,9 @ Benzoylelveyl-dl-phenylalanin und 0,642@ Soda wurden 
in +5cem Wasser gelost und unter Zusatz von 5 ccm gereinigter 


Erepsinlésune und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE IX. 


; ANI 4 9. 7@ 
Amino-N in Amino-N in Amino N Roe eee 
5 Aas sodaalkalischer awa 
2 cem 2 cem Banrovielesae abgespal- 
Stunden | Verdauungs- | sodaalkalischer ohGIAi aini cone. tener 
fliissigkeit Erepsinlosung I hae i 1 Bee 8 Ninmg 
in mg in mg mit gekoehter 
= isd Erepsinlosung in mg 
0 0,0142 0,0142 0,142 
20 0,0142 0,0142 0,142 0 
44 0,0342 0,0332 0,142 0,0010 
68 0,0386 0,0334 0,142 0,0052 


Versuch 2. 
0,5g@ Benzoyl-dl-leucylglyein (Fischer u. Brunner, 1905) 
und 0,69 @ Soda wurden in 45 cem Wasser gelést und unter Zusatz 
von 5ccm gereinigter Erepsinldsung und etwas Toluol bei 37°C. 


digeriert. 
TABELLE X. 
Amino-N in Amino-N in ee eee 
2 cem 2 ¢em eae abgespal- 
Stunden Verdaunngs- sodaalkalischer ariaherenine Pe 
flussigkeit Evrepsinlésung oe eckoe nis Ninmg 
. + . et --) 
pop oes Hrepsinlésung in mg 
0 0,0124 0,0124 0,0124 
20 0,0124 0,0124 0,0124 * 0 
44 0,0354 0,0334 0,0124 0,0020 
68 0,0348 0,0342 0,0124 0,0006 
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Versuch 8. 
Benzoylelyeyl-l-phenylalanin wurde durch Benzoylierung des 
Die Ausbeute betrug 84% der 


zweimal 


Glyeyl-l-phenylalanins dargestellt. 
Die Wasser 
krystallisierte Substanz krystallisierte in Nadeln, die bei 168°C. 
(unkorr.) schmolzen. 


theoretischen Menge. aus heissem mn- 


0,1884@ Substanz brauchten zur Neutralisation des 
1155 eem n/10 HeSOa. 


Ber. fiir: Cg6H;.CO.NH.CH»2.CO.NH.CH (CH2CeH;).COOH8,59ZN 


Ammoniaks 


Gef. 8,06%N 
0,5@ Bezovlelveyl-l-phenylalanin und 0,64@ Soda wurden 
in 45cem Wasser gelost und unter Zusatz von 5 cem eereinigter 


O70(1 


Erepsinlosung und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XI. 


a ens 
Aniuno-N in Amino-N in Pe eee a 
2 eem 2 ecm Bex he ie ie Al abgespal- 
Stunden Verdauungs- | sodaatkalischer 1 aaa ee . tener 
fliissigkeit Erepsinlésung et a eae caine ae N in mg 
ah me sane 2 mit gekochter = 
= Erepsinlésung in mg 
0 0,0128 0,0128 0,0128 
20 0,0240 0,0128 0,0128 0,0112 
48 0,0821 0,0820 0.0128 0,0001 
72 0,0824 0,0821 0,0128 0,0003 
Versuch 4. 


Benzoylelyeyl-l-leucin wurde in der bekannten Weise durch 


Benzoyvlerung des 


Glyeyl-l-leucins 


dargestellt. 


Die aus 


viel 


heissem Wasser umkrystallisierte Substanz zeigte keinen scharfen 


Schmelzpunkt. 


0.2304 @ Substanz brauchten zw: Neutralisation des 
15,0 ceem n/10 HeSQg. 


Ammoniaks 
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Ber. fir: CgH;.CO.HN.CH2.CO.NH.CH (C.sH9).COOH 9,599N 
Gef. 9,18%N 

0,5 ¢ Benzoylelyeyl-lLleucin und 0,69 g Soda wurden in 45 cem 
Wasser gelost unde unter Zusatz von 5 ccm geremigter Hrepsin- 


Q704N 


losung und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XII. 


; ae : us Amino-N in 2 ¢em 
Amino-N in Amino-N in i RR 
2 cem 2 cem bors ery abgespal- 
z > . Benzoyleglyeyl-l- 2 
Stunden Verdauungs- sodaalkalischer leucinlésung tener 
fliissigkeit Erepsinlosung mie sckoohter Ninmg 
ae ayes Erepsinlosung in mg 
0 0,0126 0,0126 0,0126 
20 0,0128 0,0128 0,0126 0 
44 0,0284 0,0126 0,0126 0,0158 
68 0,0302 0,0276 0,0126 0,0026 


Wie aus Tabelle JX, X, XI und XII ersichtlich ist, wurden 
Benzoylelyeyl-dl-phenylalanin, Benzoyl-dl-leucylelyein, Benzoyl- 
elyeyl-l-phenylalanin und Benzoylglyeyl-Lleucin dureh Erepsin 
gar nicht gespaltet. Aus diesem Ergebnissen geht sicher hervor, 
dass die Benzoylderivate der Dipeptide, die nicht aus Glykoll allein 
zusammengesetzt sind, durch Erepsin nicht hydrolysiert werden. 


IV. Wirkune des DUNNDARMEXTRAKTES AUF BENZOYLGLYCYL-dI- 
PHENYLALANIN UND BENZOYL-dI-LEUCYLGLYCIN. 

Die gebrauchte Fermentlosung wurde in folgender Weise 
hergestelt. 

Die ausgekratzte Schleimhaut des Rindsdiinndarms wurde mit 
Sand gut zerrieben, mit der dreifachen Menge Glycerin gut durch- 
gemischt und im Hischrank aufbewahrt. Beim Gebrauch wurde 
die obere leicht getriibte Schicht abpipetiert. 
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Versuch 1. 
0,5 ¢ Benzoylelyeyl-dl-phenylalanin wurden in 45 cem Soda- 
losung, die 0,64 @ Soda enthielt, gelist und unter Zusatz von 5 cem 
Diinndarmextrakt und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XIII. 


es in a Corn Amino-N in 2 cem abgespaltener 
Bizegon flissigkelt nrepsiuideune ee 
in mg in mg oes 3 
0 0,1766 0,1776 
20 0,3192 0,1998 0,1204 
44 0,3520 0,2226 0,1304 
48 0,3728 0,2226 0,1512 


Versuch 2. 
0,5@ Benzoyl-dl-leucylglyein wurden in 45 c¢em Sodalédsune, 
die 0,69 g Soda enthielt, gelést und unter Zusatz von 5 cem Diinn- 
darmschleimhautextrakt und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XIV. 


Amino-N in 2 cem Amino-N in 2 e¢m 2 : 
ronda Verdauung's- sodaalkalischer abscspalteng 
; fliissigkeit Trypsinlésung emog 

in mg inmg c 
0 0,1776 0,1776 
20 0,3498 0,1998 0,1500 
44 0,3782 0,2226 0,1556 
48 0,3992 0,2226 0,1766 


Versuch 3. 


0,5¢ Benzoylglyeylglycin wurden in 45 cem Sodalosung, die 


2Id0 T. Kawai: 


0,72 ¢ 


fan} 


Soda enthielt, gelist und unter Zusatz von 5eem Dunn- 


darmschleinhautextrakt und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XV. 


Amino-N in 2 cem sues _ aa: abgespaltener 
Seiden \ erdauungs- sodaa ke ee 161 Laroin 
fliissigkeit Frepsinlosung in mg 
in mg in mg 
0 0,1776 0,1776 
20 0,1998 0,1998 0 
44 0,2226 0,2226 0 
48 0,2226 0,2226 0 


Wie aus Tabelle XIII, XIV und XV zu ersehen ist, werden 
Benzoylglyeyl-dl-phenylalanin und Benzoyl-dl-leucylglyein dureh 
Erepsinlosung hydrolysiert, wahrend Benzoylelyeylelyein gar nicht 
angeeriffen wird. 


V. WiIrRKUNG DES TRYPSINS AUF BENZOYLGLYCYL-d1-PHENYL- 
ALANIN, BENZOYL-dI-LEUCYLGLYCIN, BENZOYLGLYCYL- 
]-PHENYLALANIN, BENZOYLGLYCYL-1-LEUCIN 
UND BENZOYLGLYCYLGLYCIN. 


Versuch 1. 

0,5 g Benzoylelyeyl-dl-phenylalanin wurden in der berechneten 
Menge Sodalésung gelost, darauf 0,1 ¢ Soda zugefiigt, das Gemisch 
nut Wasser auf 50 cem verdiinnt und unter Zusatz von 0,5 @ Trypsin 
(Griibler) und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 

Bei der sofortigen polarimetrischen Untersuchung zeigte die 
Fliissigkeit im 2dm. Rohr Linksdrehung von 0,19°, wihrend die 
Kontrollprobe, bei denen 0,5 g Trypsin in 50 cem 0,1%-iger Soda- 
losung gelést worden war, im 2dm. Rohr 0,19° nach links drehte. 
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TABELLE XVI. 


. . . . 1 — Yj y 3c 
Amino-N in Amino-N in ie pea ae 
2 eem 2 ¢em ete ot ovicdl: abgespal- 
Stunden Verdauungs- sodaalkalischer NES Ae tener 
see : motes phenylalaninlésung : 
fliissigkeit Trypsinld6sung ad sekochiter Ninmg 
in 1 i Die : 
pS me Trypsinl6sung in mg 
0 0,0272 0,0272 0,0298 
20 0,2080 0,0274 0,0298 0,1806 
44 0,2321 0,0274 0,0298 0,2047 
68 0,2326 0,0276 0,0302 0,2046 


Nach 68 stiindiger Digestion zeigte das Verdauunesgemisch 
mm 2dm. Rohr eine Linksdrehung von 0,58°, wihrend die Drehung 


der Kontrollprobe unveraindert blieb. 


Versuch 2. 

0,5 g Benzoyl-dl-leueylglvein und 0,69 & Soda wurden in 50 eem 
Wasser gelost und unter Zusatz von 0,5 @ Trypsin (Griibler) und 
etwas Toluol bei 37°C. digeriert. Bei der sofortigen Untersuchung 
zeigte die Fliissigkeit sowie die Kontrollprobe (0,5¢@ Trypsin in 
50 cem Sodalésune egelost) im 2dm. Rohr eine Linksdrehune von 
O19. 


TABELLE XVII. 


ee oe 
Amino-N in Amino-N in ee " a ae 
2 ccm 2 cem Renee Ldl-leue Se abgespal- 
Stunden Verdauungs- sodaalkalischer pivcuilieade: tener 
fliissigkeit Trypsinlosung Tie Becbenics N in mg 
peer ae Trypsinl6sung in mg 
0 0,0276 0,0272 0,0298 
20 0,3480 0,0276 0,0302 0,3200 
44 0,4176 0,0282 0,0304 0,3890 
68 0,4888 0,0272 0,0302 0,4602 


292, T. Kawai: 
Nach 68stiindiger Digestion drechte die Fliissigkeit im 2 dm. 
Rohr 0,02° nach links, wihrend die Drehung der Kontrollprobe 


unverandert blieb. 


Versuch 3. 


0,5@ Benzoylelyeyll-phenylalanin und 0,64g¢ Soda wurden 


in 50cem Wasser gelost und unter Zusatz von 0,5g@ Trypsin 
(Griibler) und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 
TABELLE XVIII. 
Piette a te Ga TPS Amino-N in 2 cem 
Amino-N in oe in dodaalkalischat 
2 ecem 2 ecm Been ileal abgespal- 
Stunden |} Verdauungs- | sodaalkalischer pp eacielon tener 
fliissigkeit Trypsinl6sung pheny lalaninlosung N inmg 
ae Soe Se =a mit gekochter = 
in mg inmeg 5 herent bs ee 
Trypsinl6sung in mg 
0 0,0272 0,0272 0,0294 
20 0,1624 0,0272 0,0294 0,1352 
ds 0,1624 0,0274 0,0294 0,1350 
68 0,1568 0,0280 0,0298 0,1288 


Versuch 4. 


0,5 ¢ Benzoylelyeyl-l-leucin und 0, 


i 
5) 


@ Soda wurden in 50 cem 
a 


Wasser gelost und unter Zusatz von 0,5 2g Trypsin (Griibler) und 


etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XIX. 


Amino-N in Amino-N in 


Amino-N in 2 cem 


sodaalkalischer 
Stunden ouauiee bance eee Benzoyl-dl-leucyl- pees 2 
flissigkeit Trypsinlésung a aetuatee N in mg 
a ek ae Trypsinlosung in mg 
(0) 0,0274 0,0272 0,0298 
20 0,3762 0,0274 0,0301 0,3483 
44 0,4292 0,0274 0,0301 0,4016 
68 0,4293 0,0272 0,0304 0,4019 
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Versuch 5. 
0,5 ¢ Benzoylglyeylglycin (Curtius, 1902) und 0,72 @ Soda 
wurden in 50 cem Wasser gelést und unter Zusatz von 0,5 @ Trypsin 
(Griibler) und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XX. 


eres in 2 com Amino: in 2 ccm abecepaltener 
pei Aissigheie Daeoanioeuns Amino-N 
in mg’ in mg ae 
0 0,0298 0,0298 
20 0,0298 0,0298 0 
44 0,0298 0,0298 0 
68 0,0302 0,0302 0 


Wie Tabelle XVI, XVII, XVIII, XIX und XX zeigen, werden 
Benzoylglyeyl-dl-phenylalanin, Benzoyl-dl-leucylelyein , Benzoyl- 
elyeyl-l-phenylalanin und Benzoylelyeyl-l-leucin dureh Trypsin 
(Grubler) hydrolysiert, wahrend Benzoylelveylelyecin dadurch 
nicht gespaltet wird. Bei der racemischen Verbindung verliuft 


die Spaltung asymmetrisch. 


Versuch 6. 

2¢@ Benzoylelyeyl-dl-phenylalanin wurden in 200 cem Wasser 
gelost unde unter Zusatz von 1g Trypsin, 2@ Soda und etwas 
Toluol 3 Tage lang bei 37°C. digeriert. Darauf wurde die Fliissig- 
keit filtriert, mit Schwefelséure angesduert und im Kumagawa- 
Sutoschen Extraktionsapparat 3 Tage lang mit Ather extrahiert. 

Die schwefelsaure Fliissigkeit wurde durch Barytwasser 
quantitativ von der Schwefelsiure befreit und der Niederchlag 
abfiltriert. Das Filtrat war deutlich linksdrehend. Aus diesem 
Filtrat wurde l-Phenylalanin als Pikrat erhalten, welches bei 174°C. 


schmolz. 
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Die iitherische Lisung wurde verdiinstet und der Riickstand 
mit heissem Petroleumither, weleher nur Benzoesiure lost und 
Hippursiure zuriicklasst, extrahiert. Nach dem Abdampfen des 
Petroleumithers war keine Benzoesiure mehr vorhanden. Der in 
Petroleumather unlésliche Riickstand wurde in verdiinnter Soda- 
lésung gelost und mit Salzsiure angesiuert, wobei die Hippursaure, 
die bei 187°C. schmolz, in schénen Krystallen ausschied. Nach 
diesen Resultaten ist sicher, dass die Spaltung von Benzoylglycyl- 
dl-phenylalanin durch Trypsin an Stelle der Peptidbindung statt- 
findet. 


VI. WirkuNG DES PANKREATINS AUF BENZOYL- 
d1-LEUCYLGLYCIN. 
0,5 g Benzoyl-dl-leucylglycin und 0,69 g Soda wurden in 50 ccm 
Wasser gelést und unter Zusatz von 0,5@ Pankreatin und etwas 
Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXII. 


2 ; é ar Amino-N in 2 ecm 
A : ‘ 
piee N in sa Nin Sod altaiecher eit. 
; 2ecm 2 ¢em RB ieaey 1 abgespal- 
Stunden Verdauungs- sodaalkalischer age cri ermes toe tener 
ene 5 : lycinlosung mit aes 
fliissigkeit Pankeatin- e es -p ae pare Ninmg 
in mg lésung inmg_ | &¢kochter ankreatin- 
losung in mg 
0 0,0905 0,0905 0,0905 
20 0,4748 0,1243 0,0905 0,3505 
46 0,5417 0,1409 0,0905 0,4008 
68 0,9417 0,1695 0,0905 0,3722 


Aus Tabelle XXI ist ersichtlich, dass Benzoyl-dl-leucylglycin 
durch Pankreatin abgebaut wird. 


VIL. Wirkune pes PANKREASSAFTES AUF BENZOYLGLYCYL-dl- 
PHENYLALANIN UND BENzOYL-dI-LEUCYLGLYCIN. 


Der Pankreassaft wurde der Pankreasfistel entnommen, welche 
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bel einem k 


‘aftigen Hunde nach Pawlow angelegt worden war, 


und beim Gebrauch mit 0,5%-iger Chlorealeiumlosung aktiviert. 


0,9 


ten} 


Versuch 


if, 


e Benzoylglyeyl-dl-phenylalanin und 0,642 Soda wurden 


in 50 c¢em Wasser gelist und unter Zusatz von 9,5 ¢cem Pankreas- 


saft und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXII. 


{ gn 
Amino-N in Amino-N in pone aes 
2 ¢em. 2 cem raperec ne a A-dl- abgespal- 
Stunden Verdauungs- sodaalkalisches ne ie fag : tener 
er rete et Daiicekassa ths phenylalaninlésung a 
iissigkei ankreassafts malt geGcliteni N in mg 
eS eco Pankreassaft in mg 
0 0,0226 0,0226 0,0226 
20 0,2001 0,0234 0,0226 0,1767 
44 0,2558 0,0264 0,0226 0,2294 
68 0,3114 0,0264 0,0226 0,2850 
Versuch 2. 
0,92 Benzoyl-dl-leueylglyein und 0,69¢@ Soda wurden in 


50 cem Wasser gelost und unter Zusatz von 0,5 cem Pankreassaft 


ory 


und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXIII. 


F ‘ : 0 Amino-N in 2 cem 
Amino-N in Amino-N in eae tochee 
Ova 2 cem Sa eS abgespal- 
pase : Benzoyl]-dl-leucyl- Dee 
Stunden Verdauungs- sodaalkalisches oni ssaiio! tener 
fuissigkeit Pankreassafts Hak palcoahice N inmg 
5 ; ; g 
ae tos ee Pankreassaft in mg 
0 0,0226 0,0226 0,0226 
20 0,1884 0,0234 0,022 0,1650 
44 0,2106 0,0286 0,0226 0,1820 
68 0,3246 0,0284 0,0226 0,2962 
Wie aus Tabelle XXII und XXIII zu ersehen ist, werden 
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sowohl Benzoylelyeyl-dl-phenylalanin, als auch Benzoyl-dl-leucyl- 
elycin durch Pankreassaft deutlich agbebaut. 


VIII. WirkKUNG DES GEREINIGTEN TRYPSINS AUF BENZOYL- 
GLYCYL-dl-PHENYLALANIN UND Brnzoy.-dl- 
LEUCYLGLYCIN. 

In den obigen Versuchen wurde konstatiert, dass die Benzoyl- 
derivate der Dipeptide durch alle untersuchten Trypsinpraparate 
eespaltet werden. Um festzustellen, ob die oben genannte Wir- 
kung der Trypsinpraparate dem Trypsin selbst zukomme oder aut 
ein dem Trypsin beigemengtes Ferment zurtickzuftihren sei, 
gebrauchte ich das nach Richard Willstatter und Ernst Wald- 
schmidt-Leitz (Willstatter u. Waldschmidt-Leitz, 1923) 
gereinigete Trypsin. 

5e@ Trypsin (Gribler) wurden in 200 cem Wasser gelost und 
nach dem Ansaduren mit 2,4 ccm n-Essigsaure 4,6 @ Kaolin hinzu- 
geftiet; weiter wurde das Kaolinadsorbat mit 150cem 1%-iger 
Ammoniumphosphatlésune eluiert. 


Versuch 7. 
0,9 ¢ Benzoylelyeyl-dl-phenylalanin und 0,65 g¢ Soda wurden 


in 45cem Wasser gelodst und unter Zusatz von 5 ccm gereinigter 
Trypsinlosung und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXIV. 


Amino-N in Amino-N in See sen 
_ 2eem 2 e¢em Boar lk i | adi abgespal- 
Stunden | Verdauungs- | sodaalkalischer 1 oie y - on tener 
fliissigkeit Trypsinlésung Pp eae eee Ninme 
z t 4 B KK cy ey a 
rar aS a ge Trypsinl6sung in mg 
0 0,0113 0,0113 0,0113 
20 0,2034 0,0114 0,0113 0,1920 
40 0,2224 0,0114. 0,0113 0,2110 
65 0,2224 0,0114 0,0113 0,2110 
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Versuch 2. 


0.5 2 Benzoyl-dl-leucylelyein und 0,69@ Soda wurden in 
45¢cem Wasser gelést und unter Zusatz von 5 ccm eereinieter 


Trypsinl6sung und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XX V. 


. ~s : ys £ i -N in 2 @e 
Amino-N in Amino-N in Settee 
2 ¢em 2 ¢em Bansorl dite eh abgespal- 
Stunden Verdauungs- sodaalkalischer . ae ee ine vet tener 
fliissigkeit Trypsinlésung sat Paaetets N inmg 
; | gekochter 
pag gate) Trypsinlésung in mg 
0 0,0113 0,0113 0,0113 
20 0,1921 0,0114 0,0113 0,1807 
44 0,2114 0,0114 0,0113 0,2000 
68 0,4003 0,0114 0,0113 0,3889 


Aus Tabelle XXXIV und XXV geht hervor, dass Benzoyl- 
elyeyl-dl-phenylalanin und Benzoyl-dl-leucylglycin dureh gerei- 


mgtes Trypsin hydrolysiert werden. 


IX. Wirkune Des Trypsins aur Diguycyi-dl-PHENYLALANIN 
UND Di-dl-LEYCYLGLYCIN. 


Versuch 1. 
0,32 @ Diglyeyl-dl-phenylalanin (Leuchs u. Suzuki, 1904) 


und 0,52 2 Soda wurden in 50 cem Wasser gelést und unter Zusatz 
von 0,52@ Trypsin (Griibler) und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 
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TABELLE XXVI. 


: = : mF Amino-N in 2 ecm 
Amino-N in Amino-N in snaanikaliaehes 
2 com 2 ccm et a ee : abgespal- 
see ee 5 Diglyeyl-dl-phenyl- on 
Stunden | Verdauungs- | sodaalkalischer alaninigannd Be ie 
fliissigkeit Trypsinlosung kere reece Ninmg 
in mg in mg mit gekochter 
= = Trypsinlosung in mg 
0 0,8785 0,0252 0,8785 
18 1,1008 0,0262 0,8785 0,2213 
46 1,1675 0,0262 0,8785 0,2880 
70 1,2231 0,0288 0,8785 0,3410 


Versuch 2. 

Di-dl-leucylelycin wurde in foleender Weise dargestellt. 

3,9 @ dl-Leucylglyecin wurden in 54cem n-Natronlauge gelost 
und in der Kalte unter starkem Sehiitteln 3,5 @ Bromisokapronyl- 
bromid (in Ather gelést), auf kleine Portionen verteilt, hinzu- 
vefiigt. Nachdem der Uberschuss des Siurebromids mit Ather ent- 
fernt worden war, wurde die wiasserige Schicht mit Salzsaure 
angesiuert und das ausgeschiedene Ol in Ather aufgenommen. 
Nach dem Abdampfen des Athers ging das Bromisokapronyl-dl- 
leucylglycin in farblose Nadeln iiber. Die Ausbeute betrug 85% 
der Theorie. Die aus heissem verdiinntem Alkohol umkrystalli- 
sierten nadelformigen Krystalle, die bei 159-170°C. (unkorr.) 
schmolzen, wurden in Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure 
getrocknet und analysiert. 

01717 ¢@ Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 

Ammoniake 9,3 cem n/10 H2SOx. 

Ber, fur» Cys CH Br:CO.NH CH (Cale) CONEUCH. COOt 
7T,6TZN 
Gef. 7,,8%N 

Bromisokapronyl-dlleucylelyein wurde mit der 5  fachen 

Menge wiisserigen Ammoniaks (spec. Gew. 0,88) eine Stunde lane 
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bei 100°C. erhitzt, dann bis zur Trockne verdampft und der Riick- 
stand mit Alkohol vom Ammoniumbromid befreit. Die aus 
heissem Wasser wmkrystallisierte Substanz krystallisierte in kleinen 
Prismen, die bei 231°C. (unkorr) schmolzen. 
0,1650 @ Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 
Ammoniaks 16,1 cem n/10 HeSOx,. 
ser. fur: C,H »>CHNH»2.CO.NH.CH (C4Hy).CO.NH.CH»s.COOH 
18,95%N 
Gef. 13,62%N 
0,43 ¢ Di-dl-leucylelvecin und 0,38 ¢@ Soda wurden in 50 cem 
Wasser gelost und unter Zusatz von 0,5@ Trypsin (Griibler) und 
etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXVII. 


Amino-N in Amino-Nin | Amino-N in 2 cem 


2 cem 2 ecm sodaalkalischer | abgespal- 
Stunden Verdauungs- sodaalkalischer Di-dl-leucylglycin- | tener 
fliissigkeit Trypsinl6sung | losung mit gekochter | N inmg 
in mg in mg Trypsinldsung in mg | 
0 0,8785 0,0252 | 0,8795 | 
20 1,1008 0,0262 | 0,8798 | 00,2213 
| 
44 1,1675 0,0262 | 0,8798 |  0,2880 
68 1,2231 0,0288 0,8798 | 0,3410 


Wie aus Tabelle XXVI und XXVII ersichtlich ist, wurden 
Diglyeyl-dl-phenylalanin und Di-dl-leueylglyein dureh Trypsin 
(Gribler) hydrolysiert. 


X. Wrirkune ves Erepsins AUF BENZOYLDIGLYCYL-d1-PHENYL- 
ALANIN UND BENZOYLTRIGLYCYL-d1-PHENYLALANIN. 


Versuch 1. 
Benzoyldiglyeyl-dl-phenylalanin wurde in folgender Weise 
durch Benzoylierung von Diglyeyl-dl-phenylalanin dargestellt. 
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30 Diglyeyl-phenylalanin wurden in 20 cem Wasser gelost, mit 
20 cem n-Natronlauge versetzt und mit 2@ Benzoylehlorid und 
20 cem n-Natronlauge in der iiblichen Weise hebandelt. Die 
filtrierte alkalische Reaktionsfliissigkeit gab beim Ubersattigen mit 
Salzsiiure eimen weissen, krystallinischen Niederschlag, welcher 
abeenutscht, getrocknet und mit Ather gewaschen wurde. 

Die aus heissem Wasser umkryStallisierte Substanz stellt 
farblose Nadeln dar, die bei 202-203°C. (unkorr) schmolzen, 
sich schwer in Wasser, leicht in Alkohol und gar nicht in Ather 
losten und die Fehlingsche Losung violet farbten. 

0,1628 e« Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 

Ammoniaks 12,7 ceem n/10 HeSOx. 

Ber. ftir: CsH;CO.NHCH2CO.NHCHsCO.NHCH (H2C.H;).COOH 


10,94%N. 
Gef. 10,89%N. 


0,59 @ Benzoyldiglyeyl-dl-phenylalanin und 0,65@ Soda 
wurden in 45cem Wasser geldst und unter Zusatz von 5cem 
Erepsinlosung und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXVIII. 


Amino-N in 2 cem Amino-N in 2 ecm abgespaltener 
ae : Verdauungs- sodaalkalischer Ree en re 
rico fliissigkeit Erepsinlésung Amino-N 

inmg in mg ne 

0 0,0124 0,0124 
24 0,1026 0,0134 0,0892 
48 0,2264 0,0236 0,2028 
72 0,3155 0,0344 0,2811 


Versuch 2. 
4¢ Diglyeyl-dl-phenylalanin wurden in 14 eem n-Natronlauge 
gelostt und mit 2,5 ¢ Chloracetylchlorid und 30 cem n-Natronlauge 
in ublicher Weise behandelt, dann die nétige Menge Salzsiiure 
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hinzugefiigt. Dabei trat ein krystallinischer Niederschlage auf, 
welcher nach 1-2 stiindigem Stehen bei 0°C. abgenutscht und aus 
heissem verdiinntem Alkohol umkrystallisiert wurde. 

Die Substanz schmolz bei 172-173°C. (unkorr.) 

0,1673 @ Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 

Ammoniaks 13,9cem n/10 HeSQ,. 

Ber.f. : Cl.CH2,CO.NHCH,CO.NHCH2CO.NHCH (CH3sC.H;) COOH 
11,839N. 
Gef. 11,70%N. 

92 Chloracetyldiglyeyl-dl-phenylalanin wurden mit 10 cem 
wasserigem Ammoniak (von spee. Gew. 0,88) versetzt und 3 Tage 
lang bei 37°C. stehen gelassen. Dann wurde das Ammoniak ver- 
dampft, der Ruckstand mit Alkohol vom Chlorammonium befreit 
und das erhaltene Triglyeyl-dl-phenylalanin aus heissem_ ver- 
dunntem Alkohol umkrystallisiert. Die Krystalle stellten farblose 
Tafeln dar, die bei 234-235°C. (unkorr.) schmolzen und die 
Fehlingseche Losung blauviolet farbten. 

0,1682 2 Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 

Ammoniaks 16,7 eem n/10 H2SO,. 

Ber.f. NH2CH2CO.NHCH2CO.NHCH2CO.NHCH (CH2C.gH;) COOH 
16,62%N. 
Gef. 16,58%N. 
4¢ Triglyeyl-dl-phenylalanin wurden in 40 cem n-Natronlauge 
velést und in bekannter Weise mit 4¢@ Benzoylehlorid und 50 cem 
n-Natronlauge behandelt; der beim Ansduren mit Salzsdaure 
ausgeschiedene Niederschlag wurde aus heissem verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 80% der theoretischen 
Menge. 

Die Substanz krystallisierte in Nadeln und loste sich leicht in 
Alkohol, iiusserst sechwer in Wasser und gar nicht in Ather. Sie 
zersetztte sich bei gegen 204—-205°C. (unkorr.) und gab die Biuret- 
reaktion. 

0.1924 @ Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 


Ammoniaks 17,3 eem n/10 HeSOx. 
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Ber fiir: CsH;CO.NHCH.CO.NHCH-CO.NHCH2CO.NH.CH (CH:C.Hs) COOH 
12,679)N. 
Ger. 12,59%N. 
0,67 ¢ Benzoyltriglyeyl-dl-phenylalanin und 0,62¢ Soda 
wurden in 45cem Wasser gelést und unter Zusatz von 5 cem 
Erepsinlésung und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE X XIX. 


Amino-N in 2 ¢¢m Amino-N in 2 cem abgespaltener 
5 : Verdauungs- sodaalkalischer COS, 
Stunden aes eran ae = are ; Amino- 
fliissigkeit Erepsinlosung in mg 
inmg in mg 
0) 0,0122 0,0122 
24 0,0285 0,0122 0,0163 
48 0,0855 0,0123 0,0732 
96 0,1318 0,0301 0,1017 


Wie aus Tabelle XXVIII und XXIX zu ersehen ist, sind 
sowohl Benzoyldiglveyl-dl-phenylalanin als auch Benzoyl-triglyeyL 
dl-phenylalanin wie Benzoyldiglyeylglycin und Benzoyltriglyeyl- 
elycin durch Erepsin hydrolysierbar. 


XI. Wirkune pes Trypstins AUF BENZOYLDIGLYCYLGLYCIN. 
Versuch 17. 
0,92 ¢ Benzoydiglyeylglyecin und 0,62g@ Soda wurden in 50: 


ecm Wassem gelost und unter Zusatz von 0,5 ¢ Trypsin (Griibler) 
und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXX. 


Amino-N in 2 eem Amino-N in 2 cem ss It 
Verdauungs- sodaalkalischer EH SPASRI GEL AISA 
Stunden Le ee sodaalkalsene ieee 
fliissigkeit Trypsinlésung Araino N 
in mg inmg in mg 
9 0,0298 0,0298 
20 0,0298 0,0298 0 
aa 0,0804 0,0304 
68 0,0306 0,0306 0 
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XIT. WirkUNG DER PROTEOLYTISCHEN FERMENTE AUF DIE 
DESAMINIERTEN POLYPEPTIDE. 


A. Versuche mit Glykolyl-dl-phenylalanin. 


Das gebrauchte Glykolyl-dl-phenylalanin wurde auf foleende 
Weise dargestellt. 

o@ Glyeyl-dl-phenylalanin wurden in 500 cem Wasser, dem 
30 cem n-Salzsaure zugefiigt worden waren, dureh Erwirmen 
gelost und*mit 4 ¢@ Silbernitrit in wasseriger Losung versetzt. Die 
Flissigkeit wurde iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelas- 
sen, der entstandene Niederschlag vom Chlorsilber abfiltriert und 
das Filtrat im Kumagawa-Sutoschen Extraktionsapparat mit 
Ather extrahiert. Der Ather wurde abdestilliert, der Riickstand 
in wenig heissem Alkohol gelést und mit Ather versetzt. Dabei 
schied sich Glykolyl-dl-phenylalanin in amorpher Masse aus. 
Ausbeute 0,8 @. 

0,1641 @ Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 

Ammoniaks 7,5 ecem n/10 HeSQx. 


Ber. fiir: (OH) CH.CO.NH.CH (CH.C;H;) COOH 6,289N. 
Gef. 6,399%N. 


Nach monatelangem Stehen bei Zimmertemperatur schied sich 
nach Abdampfen des Athers Glykolyl-dl-phenylalanin in farblosen 
Nadeln aus, die bei 206°C. (unkorr) sehmolzen. Die reine Saure 
liste sich sehr leicht in Alkohol, aber schwer in Ather. Die Lisung 
reagierte und schmeckte deutlich sauer. 


Versuch 1. 
0,25 @ Glykolyl-dl-phenylalanin, 0,52 ¢ Soda und 0,5 g Trypsin 


wurden in 50cem Wasser gelést und unter Zusatz von 0,5 2 


Trypsin und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


304 


TABELLE XXXI. 


T. Kawai: 


Stunden 


Amino-N in 2 ¢cem 
Verdauungs- 
fliissigkeit 


Amino-N in 2 eem 
sodaalkalischer 
Trypsinlosung 


abgespaltener 
Amino-N 


in mg in mg es 
0 0,0267 0,0267 
20 0,0278 0,0278 0 
44 0,0288 0,0278 0,0010 
72 0,0286 0,0286 0 


Versuch 2. 


0,25 @ Glykolyl-dl-phenylalanin und 0,52¢@ Soda wurden im 
45 cem Wasser gelost und unter Zusatz von 5 ccm Erepsinlosung 
und etwas Toluol bei 57°C. digeriert. 


TABELLE XXXII. 


Amino-N in 2 ¢em Amino-N in 2 ¢em abgespaltener 
Stunden Vv erdauungs- sodaalkalischer Nenin ooh 
fliissigkeit ErepsinJosung care 
inmg in mg 8 
0 0,0132 0,0132 
20 0,0132 0,0132 0 
44 0,0354 0,0354 0 
72 0,0362 0,0350 0,0012 


Aus Tabelle XX XI und XXXII ist ersichtlich, dass Glykolyl- 
dl-phenylalanin weder durch Trypsin noch durch Erepsin hydroly- 
siert wird. 


B. Versuche nut Glykolylglycyl-dl-phenylalanin. 
Glykolylglyeyl-dl-phenylalanin wurde wie beim Glykolyl-dl- 
phenylalanin durch die Desaminierung von Diglyeyl-dl-phenyl- 
alanin dargestellt. 
3 ¢@ Diglyeyl-dl-phenylalanin wurden in 250 cem Wasser gelost, 
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mit 20 ccm n-Salzsiure iibergrossen, dazu 2 @ Silbernitrit eefiiet 
und in ganz gleicher Weise wie beim Glykolyl-dl-phenylalanin 
behandelt. Die vom Chlorsilber abfiltrierte saure Reaktionsfliissie- 
keit wurde im Kumagawa-Sutoschen Extraktionsapparat mit 
Ather extrahiert. Dabei schied sich Glykolylelyeyl-dl-phenyl- 
alanin am Boden des Kolbens in tafelfOrmigen Krystallen aus. 
Die atherische Losung wurde von den Krystallen abgetrennt, der 
Ather abdestilliert und der Riiekstand in wenig Alkohol geldst 
und mit Ather gefallt. Dabei schied sich wieder Glykolvlelveyl- 
dl-phenylalanin in amorpher Masse aus. Die unreine Saure léste 
sich sehr leicht in Wasser und Alkohol und etwas schwerer in 
Ather. Die aus dem Ather krystallinisch ausgeschiedene Masse 
war dagagen in Wasser schwer loslich. 
0,1894 @ Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 
Ammoniaks 13,1 cem n/10 H.SQy4. 
Ber. fiir: (OH)CH,CO.NHCH.CO.NHCH (CH2C.H;) COOH 
10,00%N. 
Gef. 9,68%N. 


Versuch 1. 
0,32 ¢ Glykolylglyeyl-dl-phenylalanin und 0,52 g¢ Soda wurden 
in 50cem Wasser gelost, mit 0,5@ Trypsin und etwas Toluol 


QrT0(N 


versetzt und das Gemisch bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXXIII. 


Amino-N in 2 cem Amino-N in 2 ccm abgespaltener 

Stund Verdauungs- sodaalkalischer , Amano 
eiunoen fliissigkeit Trypsinlosung ranges § 
in mg in mg S 

0 0,0264 0,0264 

20 0,0372 0,0272 0,0100 
4 0,0386 0,0284 0,0102 
78 0,0406 0,0284 0,0122 
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Versuch 2. 
0,32 ¢ Glykolyl-glyeyl-dl-phenylalanin und 0,52 g Soda wudren 
in 45 eem Wasser gelést und unter Zusatz von 5 cem Hrepsinlosung 
und etwas Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXXIV. 


Amino-N in 2 cem Amino-N in 2 ecm eects See . 
Verdauungs- sodaalkalischer ay te 
Stunden TET ONG Se an ae mino-+ 
fliissigkeit Erepsinlosung in mg 
in mg in mg 
0 0,0124 0,0124 
18 0,0134 0,0132 0,0002 
46 0,0236 0,0236 0 
70 0,0288 0,0280 0,0008 


Aus Tabelle XX XIII und XXXIV geht hervor, dass Trypsin 
Glykolyl-elyeyl-dl-phenylalanin, wenn auch nur in geringem 
Grade, spaltet, wahrend es durch Erepsin gar nicht hydrolysiert 
wird. 


C. Versuche mit Leukolylglycin. 

Leukolylglycin wurde in folgender Weise dargestellt. 

1) Wie bei der Darstellung von Glykolyl-dl-phenylalanin 
wurden 5 ¢ Leueylglyein in 300 eem Wasser geloést und mit 30 cem 
n-Salzsaure und 4e@ Silbernitrit desaminiert. 

2) 3g Bromisokapronylelyein wurden in 100 ¢em Wasser 
gelost, unter Erwarmen 6,5 ¢@ frisch gefilltes Silberoxyd einge- 
tragen und einige Stunden auf dem Wasserbad gehalten. Nach 
dem Erkalten wurde die Lésune abgesauet. Das Filtrat wurde 
mit Salzaure angesiuert und im Kumagawa-Sutoschen Ex- 
traktionsapparat mit Ather extrahiert. Nach den Abdampfen des 


Athers wurde Leukolylglycin in amorpher Masse erhalten. (Aus- 
beute 1,8 ge. 
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Leukolylglyecin ist in Wasser und Alkohol leicht, in Ather 
ziemlich schwer loslich. Die wisserige Loésune reagiert stark 
sauer, und lost Zinkoxyd beim Kochen. Beim Hindampfen dieser 
Léosung schied sich das Zinksalz des Leukolylglycins in feinen 
Tafeln aus. 

0,1963 g Substanz verloren beim Trocken 0,083 @ Wasser 
Ber. fiir: (CsH»CH.OH.CO.NH.CH»2.COO) oZn.H2O 3,92% H2O 


0,1342 e¢ Substanz gaben 0,0204 ¢ ZnO 
Ber. fiir: (CsH».CH.OH.CO.NH.CH».COO) oZn 14,80% Zn 
Gef. 15,20% Zn 


Versuch 1. 
0,25¢@ Leukolyelyein und 0,38e@ Soda wurden in 50 cem 
Wasser gelost und unter Zusatz von 0,5@ Trypsin und etwas 
Toluol bei 37°C. digeriert. 


TABELLE XXX V. 


Amino-N in 2 cem Amino-N in 2 cem ae: es 
Stund Verdauungs- sodaalkalischer ee xu 
Se mg fliissigkeit Trypsinlésung Se oe 
in mg in mg = 
0 0,0269 0,0269 
18 0,0164 0,0164 0 
32 0,0310 0,0310 0 
72 0,0310 0,0298 0,0012 


Versuch 2. 
0.25@ Leukolylelyecin und 0,38¢ Soda wurden in 45 cem 
Wasser gelést und unter Zusatz von 5eem Erepsinlosung und 


etwas Toluol bei 37° digeriert. 
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TABELLE XXXVI. 


Amino-N in 2 ecm Amino-N in 2 eem 


: al tener 
Stund Verdauungs- sodaalkalischer 2 goat 
ata fliissigkeit Erepsinlosung 

in mg in mg 
0 0,0122 0;0122 
18 0,0124 0,0124 0 
32 0,0234 0,0230 0,0004 
42 0,0342 0,0342 0 


Aus Tabelle XX XV uund XXXVI ersichtlich, dass Leukolyl- 
elvein weder durch Trypsin noch durch Erepsin hydrolysiert 
Wird. 


D. Versuche mit Leukolylleucylglycin. 

3@ Dileucylglycin wurden in 25¢em _ heisser n-Salzsaure 
gelost, mit 3,3 @ Silbernitrit in ganz gleicher Weise wie beim 
Leukolylglycin behandelt und mit Ather extrahiert. Der nach 
dem Abdampfen des Athers zuriickgebliebene Riickstand wurde 
wieder in Ather gelést und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Dabei schied sich nach dem Verdunsten des Athers Leukolylleucyl- 
glycin teils in Nadeln, teils in amorpher Masse aus. Die noch 
einmal aus Ather umkrystallisierte Siiure léste sich leicht in 
Alkohol und Wasser und ziemlich schwer in Ather. 

0,1992 ¢ Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 

Ammoniaks 7,0 cem. n/10 H2SQx4. 

Ber. ftir: C4Hy.CH.OH.CO.NH.CH (C,H»)CO.NH.CH.COOH 
T,919%N. 
Gef. 7,00 9%0N. 


Versuch 1. 


0,43 ¢ Leukolylleucylglycin und 3,8 ¢ Soda wurden in 50 ecm 
Wasser gelést und unter Zusatz von 0,5 g Trypsin und etwas Toluol 
bei 37°C. digeriert. 
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TABELLE XXXVII. 
Amino-N in 2 ¢em Amino-N in 2 cem ab respaltener 
‘ 2 Verdauungs- sodaalkalischer “beh da ar 
Stunden fliissigkeit Erepsinl6sung aru 
inmg in mg ee 
0 0,0268 0,0268 

24 0,0388 0,0282 0,0106 
48 0,0402 0,0282 0,0120 
72 0,0403 0,0284 0,0119 


Versuch 2. 


0,43 ¢ Leukolylleucylelycin und 0,38 ¢ Soda wurden in 45 cem 


Wasser geldst, mit 5¢em Erepsinl6sung und etwas Toluol versetzt 


und das Gemisch bei 37°C. digeriertt. 


TABBLLE XXXVIII. 


Amino-N in 2 cem 


Amino-N in 2 eem 


Standen Verdauungs- sodaalkalischer 
Vat fliissigkeit Erepsinlosung 
in mg inmg 
0 0,0124 0,0124 
24 0,0226 0,0226 
48 0,0236 0,0236 
72 0,0302 0,0302 


abgespaltener 
Amino-N 
inmg 


Wie aus Tabelle XX XVII und XXXVIII ersichtlich ist, wird 
Leukolylleucylglyein durch Trypsin mehr oder minder gespaltet, 
nich aber durch Erepsin. 

Zum Schluss mécht ich Herrn Dr. Prof. Kk. Mayeda meinen 
wirmsten Dank fiir seine unermiindliche und sorefaltige Leitung 


bei meinen Versuchen aussprechen. 


310 


T. Kawai. 
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UBER DIE CHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG DER 
MENSCHLICHEN EPIDERMIS. 


VON 


YUTAKA JONO. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Mandschurischen Medizinischen 
Hochschule, Mukden. Vorstand: Prof. Dr. K. Morinaka.) 


(Bingegangen am 5. Dezember 1928.) 


Es ist bekannt, dass die Epidermis, Federn, Haare, Horne 
und Nagel u.s.w. aus Keratin bestehen, das ziemlich resistent gegen 
chemische Reagentien bleibt; und dass die anorganische und 
organische Zusammensetzung der Keratins keinesweges identisch 
ist bei den verschiedenen Tierarten und den Geweben derselben 
Tiere. 

Die Erforschune der chemischen, besonders der stickstoff- 
haltigen Bestandteile der menschlichen Epidermis ist dagegen sehr 
liickenhaft gebleben, wegen der Schwierigkeit, Material in 
genuigender Menge zu bekommen. Ohne auf die zahlreichen 
Mitteilungen tiber die Biochemie der menschliichen Epidermis 
einzugehen, mdgen hier nur einige Untersuchungen tuber die ele- 
mentare Analyse, iiber Aschen und Fettbestandteile Erwaihnung 
finden. Uber den Aschengehalt der Haut bei weissen und 
sehwarzen Rassen finden John, Abel und Davis, dass dieser bei 
Schwarzen 2% ist, bei Weissen dagegen 1-1,5% betragt. Unna, 
Golodez und Linser haben schon tber das Hautfett des Menschen 
genauer geschrieben. Mulder und Scheler erhielten das fast 
eleiche Resultat bei der elementaren Analyse und Bestimmung des 
Aschengehaltes der menschlichen Epidermis und betonen eimen 
niedrigeren Schwefelgchalt derselben als bei anderen Hornsub- 
stanzen. In Bezug auf die Zusammensetzung der Hiweissstofte 
der menschlichen Epidermis liegen meines Wissen noch keine 
Untersuchungen vor. Hierzu einen Beitrag zu lefern, ist der 
Zweeck der nachfolgenden Untersuchung, 
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UNTERSUCHUNGSMATERIAL. 

Als das geeignetste Material fiir die chemische Untersuchung 
der menschlichen Epidermis gelten die Hautschuppen scharlach- 
kranker Japaner. Die Hautung wird beim Scharlach bekanntlich 
von der zwischen der alten und der darunterliegenden neuen 
Hornschicht vollzogen. Die Hautschuppen bestehen folglich aus 
abgeworfener Hornschicht, eventuell mit diinnem, homegenen 
Hautchen; auch histologisch bestitigte sich, dass die angewandten 
Hautschuppen nur aus Hornschicht gebildet sind. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 
1. Wassergehalt. 
Das frisch erhaltene Material verlor beim Trocknen bei 105°C 
eine Stunde lang im Minimum 18,69%, im Maximum 21,26%, 
durchsehnittlich also 20,02% seines Gewichtes. 


2. Anorganische Bestandtevle. 

Zur quantitativen Analyse des Gesamtaschengehaltes und der 
einzelnen Aschenbestandteile veraschte ich auf trocknem Wege und 
loste die Asche in verdiinnter Salzsiure, verdiinnte sie mit Wasser 
auf ein bestimmtes Volumen und verwendete einen aliquoten Teil 
davon, mit einer genau kalibrierten Pipette ftir die Bestimmungen 
der einzelnen Stoffe entnommen, und habe die gefundenen Werte 
der Stoffe auf das Gesamtvolumen des Auszuges umgerechnet. 

Zur Bestimmung des Kaliums und des Natriums wurden die 
beiden Alkalien nach méglichster Entfernung der anderen Aschen- 
bestandteile in Chloride tibergefiihrt, als solehe gewogen und dann 
das Kalum als Kaliumplatinchlorid bestimmt. Durch Subtrak- 
tion des Chlorkaliums von dem vorher gefundenen Gewichte der 
Summe der beiden Chloralkalien wurde die Menge des Chlor- 
natriums gefunden. 

Das Calcium wurde aus einer mit essigsaurem Natron ver- 
setzten Losung durch oxalsaures Ammon als oxalsaurer Kalk 
gefallt, durch sttarkes Gliihen in Atzkalk ubergeftihrt und dann 


~) 
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gewogen als Calciumoxyd. Aus der vom Calciumoxalat abfiltrier- 
ten Lésung fillte man das Magnesium durch Ubersetzune mit 
Ammoniak als phosphorsaure Ammonmagnesia aus, verwandelt 
die letztere auf die tibliche Weise durch Gliihen in pyrophosphor- 
saure Magnesia und berechnete aus der gewogenon pyrophosphor- 
sauren Magnesia die Maenesia. 

Zur Bestimmung der Kieselsiure tibergoss man die Asche 
mit Salzsaure und digerierte sie bis zur Lésune, verdimpfte dies 
bis zur Troekenheit und erhitzte sie im Wasserbade, bis keine 
sauren Dampfe mehr entwichen, digerierte den Riickstand mit 
Salzsiure auf dem Wasserbade einige Zeit, verdiinnte ihn dann 
mit Wasser, und brachte die allein ungelést bleibende Kieselsiiure 
auf ein kleines Filter, gut gewaschen, getrocknet, geeliiht und 
gewogen dann nach dem Erkalten tiber Schwefelsiure. 

Den Gesamtschwefelgehalt bestimmte ich nach der Benedict- 
Denisschen Methode, Eisen oxydimetrisch mit Permaneganat. 
Zum Nachweis des Arsens verwandte ich die Marsch-Berzelius- 
Liebigsche Methode. 


TABELLE I, 


Gesamibasch eer sons aroreoistiesoiesee careers 1,52% 
IRIN ooh onems c Ryeusate ele Denese Greteuenges 14,94 ,, 
INFenANbReL 5 5b oe arses a easaeisieuane go, eerensltorstere lidyodane 
Cia] Cnet ec dereren ais aus sista w evatarersieestons Sallpee 
IMEGeChDI Aaa comodo oe aoe seats Stake Sais LAR Y 
IKGESCISAURGL nea gamer eiere@ ole clo hevere eerste 18,40 ,, 
SCliwiei climemertcmre acum aarnsar scorers ayes 0,78 ,, 
CUS CDi eretetersaiate pe eveital wel atiaial sasatetensiete ie OL0Des 
SANTES(GV ATS Sec iriene Panic Rare ERC RCE aE Ge SetersNets Spur. 


Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, kommt unter dem Aschen- 
gehalt in grédsserer Menge Kieselsiiure vor. Die Werte des 
Schwefels sind dagegen viel niedriger als in anderen Keratin- 
substanzen z.B. bei Mensehenhaaren 5% und Nigeln 2,8%. 
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3. Fettartige Substanz. 


Den Gesamtfettgehalt der Epidermis bestimmte ich nach den 
Kumagawa-Sutoschen Methoden; die minimalen Werte sind 
1,95%, die maximalen Werte 2,51%, Mittelwerte 2,22%. 

Um die fettartige Substanz zu erhalten, extrahierte ich die 
Menschenepidermis zuerst mit heissem Alkohol und habe sie dann 
mit Aether Der Destillationsriickstand 
wurde durch abermaliges Auflésen in Aether, 
Auf diese Weise wurde eine braunliche 
Die nachfolgende Tabelle 
zeigt die Zahlen, die in eleichnamigen Ziffern fiir Fett des sub- 
kutanen Fettgewebes und Haarfett des Menschen und des Sehlan- 
genhemdes angefiihrt sind. 


wiederholt behandelt. 


Filtrieren und 
Abdestillieren gereinigt. 


wachsartig aussehende Masse gewonnen. 


TABELLE II. 


Ratoe Glikin. 
Epicennic Subkutane Glikin. Oikawa. 
pee : Fettgewebe Haare des Schlan- 
Mencken des Menschen. genhemd. 
Menschen, 
Shurezahl Ds — = 19,3 
Verseifungszahl 106,9 193-199 200,0 104,9 
Jodzahl 15,8 Seat 67,0 20,0 
Azetylzahl 19,4 — —_ 19,3 
Reichert- Ayes : 
Meisslesche Zahl aie 2,0 2,3 ra 
Hehnersseche Zahl 94,9 93,9 93,0 = 
Unverseifbares 25,0 — = 24 88 


4. 


Stickstoffverteilung im Keratin. 


Zur Bestimmung von Stickstoffverteilung wurden 3¢@ gerei- 
nigtes Keratin mit Salzsiure hydrolysiert und nach den van- 
Slykeschen Methoden analysiert, 
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Es ergab die foleenden Resultate. 


TABELLE ITI. 


Gesamt-N, | 14765 % Monoamino-N. 10,46 % 
Amino-N, NG Nichtamino-N. GAs 
THumin-N. 1e5 Sa Cystin-N. | Onli 
Ammoniak-N, 0.80 ,, Arginin-N. 0.42) 5, 
Lysin-N. Onze 
Histidin-N. Odes 


5. Darstellung der einzelnen Aminosiiuren. 

Das entfettete Material, 1000@ mit 8000cem rauchender 
Salzséure von spezifischen Gewicht 1,19, wurde an einem Riick- 
flusskithler 6 Stunden lane erhitzt. Nach dem Erkalten wurde 
die gebildete Huminsubstanz abfiltriert und mit Wasser ausgewa- 
sehen. Das Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt und unter 
vermindertem Druck eingeenet und méelichst von der iibersehiis- 
sigen Salzsdure befreit. Darauf wurde der Riiekstand in einer 
ziemlich grossen Menge Wasser gelost, mit Tierkohle ausgekocht 
und mit 33% Natronlauge bis zur schwach sauren Reaktion ver- 
setzt. Nach mehrtagigem Stehen filtriert man die Krystallisation, 
welche im wesentlichen aus Tyrosin und Cystin besteht, ab, lost 
sie in heissem, 10%igen Ammoniak, kiihlt ab und fiigt Hisessig 
bis zur schwach alkalisehen Reaktion hinzu. Es fallt zunachst 
Tyrosin aus, weleches nach mehrmaliger Umkrystallisation aus 
heissem Wasser mit Tyrosin gut tibereinstimmende Analysenwerte 
gab. 

0.1315 @ Substanz verbrauchten zur Neutralisa- 
tion des Ammoniaks nach Kjeldahl 7.2 cem 
a HeSQx4. 
10 
Bereehnet ftir CoHipNOe: ...02%... SiTeeeNG 
(FEE UING Ciice a Uyaien vii eta eas& Ho «obs ee i 7,66%N. 
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Aus der Mutterlauge schied sich nach Ubersittigen mit 
Hisessig Cystin ab; Losung und Fiallung wurde mehrmals wieder- 
holt, bis es keine Millonsche Reaktion mehr gab, und danach 
wurde analysiert. 


0.1138 @ Substanz verbrauchten zur Neutralisa- 


: N . 
tion des Ammoniaks 9,2 eem i0 HoSOx,. 


0,1468 e Substanz gaben 0,2833 ¢ BaSOx,. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
N: 11,24% 11,32% 
S: 26,70% 26,51% 


Anderseits wurden 500@ mit 2500 cem 25 volumprozentiger 
Schwefelséure am Riickflusskiihler 16 Stunden lane erhitzt, nach 
dem Abfiltrierten der Huminsubstanzen mit Tierkohle gekocht und 
mit CaO neutralisiert. 

Beide neutralisierten Hydrolvsenfliissigkeiten wurden vereiniet 
und bei niedriger Temperatur auf einen Liter eingeengt. Dabei 
schieden sich noch reichlich Krystalle von Tyrosin aus. Die von 
der Hauptmasse des Tyrosins abfiltrierte Fliissigkeit wurde mit 
Schwefelsaure bis zum Gehalt von 5% versetzt, mit 25% iger Phos- 
phorwolframsaure ausgefillt und mit 5%iger Schwefelsdiure eriind- 
lich ausgewaschen. Das Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt 
und als Monoaminosiurenfraktion, das Phosphorwolframatnieder- 
schlag als Basenfraktion bezeichnet. 


BASENFRACTION. 

Die durch Phosphorwolframsiure abgeschiedene Fallung 
wurde in bekannter Weise durch Baryt zerleet und das iiber- 
schiissige Baryt durch Durehleiten von Kohlensiure entfernt. 
Das Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt, im Vacuum auf 
ein kleines Volumen eingeengt, mit verdiinnter Salpetersiure 
sechwach angesduert, und darauf mit Silbernitratlésung ausgefillt 
und filtriert. Das Filtrat der Purinbasenfraktion wurde solange 
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mit Silbernitratlésung versetzt, bis eine Probe der Lisune mit 
Barytwasser einen braunen Silberoxyd-Niederschlag ergab und 
dann wurde iiberschiissiges Barytwasser hinzugefiigt. Dann sauete 
ich die Silberbarytfallunge ab und wusch sie sorefiltig mit kalten, 
barythaltigen Wasser, bis eine Probe des Filtrates keine Salpeter- 
siurereaktion mehr gab. Der von Salpetersiure befreite Silbernie- 
derschlag wurde in schwefelsiurehaltigem Wasser fein suspendiert 
und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Wom Filtrate des Silber- 
sulfids und des Baryumsulfates wurde der  Schwefelwasserstoff 
durch Luftdurehleitung, die iiberschiissige Schwefelsiiure durch 
3aryt, der tiberschissige Baryt durch Kohlensiiure entfernt, wieder 
mit Schwefelséiure auf 2,5% versetzt und jetzt das Histidin nach 
Kossel und Patten durch Quecksilbersulfatlésune gefallt. Der 
entstandene Niedersehlae wurde nach 24stiindigen Stehen abfil- 
triert, in Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff 
zerleet. Die vom Quecksilbersulfid abfiltrierte Fliissigkeit wurde 
durch Baryt von der Schwefelsiure befreit, mit Salzsiure sechwach 
angesduert, unter vermindertem Druck stark eingeengt und mit 
heiss gesittigter Pikrolonsiurelosung versetzt. Dabei schied sich 
eine geringe Menge eines fein nadelf6rmigen Niederschlags aus; 
aber ihrer geringen Menge wegen konnte ich keine Analyse aus- 
fiihren; ob dieses Pikrolonat mit Histidinpikrolonat identisch ist, 
muss weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

Das Filtrat der Histidinquecksilbersulfatfallang wurde mit 
Schwefelwasserstoff von Quecksilber befreit, nach Entfernung des 
Schwefelwasserstoffs die Schwefelsiure mit Baryt und das iiber- 
schiissige Baryt mit Kohlensiure entfernt. Darauf wurde die 
Fliissigkeit bei niedriger Temperatur eingeengt und mit kalt 
eesiittigter Pikrinsiurelésung bis zur schwach sauren Reaktion 
versetzt: dabei sehieden sich lange, seidenglinzende, goldgelbe 
Nadeln aus, welche nach der Umkrystallisation aus heissem Wasser 
unter Zersetzung bei 207°C sechmolzen. 

0,1115¢@ Substanz ergaben 24,4 cem feuchten 
Stickstoffs bei 26°C und 260mm B, 
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Berechnet fiir CgHi4N 402. CgH3N207: 24,31%N. 
Getundien':: (eda ceaum ne ene 24,159%N 


Das Filtrat von Histidin und Argininfraktionsfallung wurde 
mit Schwefelsiure schwach angesduert, durch Schwefelwasserstoff 
vom Silber befreit und unter vermindertem Druck auf ein kleines 
Volumen eingeenget. Die Fliissigkeit wurde hierauf mit soviel 
Schwefelsiure angesiuert, dass der Schwefelsiuregehalt 5% betrug 
und wieder mit 25%igen Phosphorwolframsaurelésung gefallt, 
filtriert und mit 5%iger Schwefelsiure ausgewaschen. 

Von den Phosphorwolframaten wurden die Basen in petanoree 
Weise frei gemacht und von der alkoholischen Losung durch 
Zusatz einer alkoholischen Pikrinsiureloésung als Pikrate isoliert. 
Die aus Wasser umkrystallerte Substanz ergab folgende mit 
Lysinpikrat tibereinstimmende Analysenzahl : 


0,18502@ Substanz ergaben 22,9 ecem_ feuchten 
Sttickstoffs bei 25°C und 756 mm B. 
Berechnet fiir CoeHigN2Oo.. CgHs3N307: 18,66%N 
Gefuniden ei. ou ode geen ae ee 18,.72%N, 


Die Purinbasenfallung wurde in der bekannten Weise behan- 
delt, aber mit negativem Resultate auf Purinbasen verarbeitet. 


MOoNOAMINOSAURENFRAKTION. 


Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefallung wurde mit 
Baryt von der tiberschiissigen Phosphorwolframsaure und Schwefel- 
saure befreit, das iiberschiissige Baryt durch Kohlensiure entfernt 
und dann eingeengt. Dabei schieden sich noch Tyrosin welches 
mit den vorher erhaltenen vereinigt und analysiert wurde, sowie 
reichliche Krystallblattchen aus, welche nach mehrmaliger Um- 


krystallisation mit Leucin gut iibereinstimmende Analysenwerte 
gaben: 


0,1428 e Substanz verbrauchten zur Neutralisa- 


tion des Ammoniaks 10,9 cem -: HsSOq4. 
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Berechnet ftir CeHisNOs: «..2:./.. 10,68%N. 
Gehuindenive wr acies slain abet sta 10,68%N. 


Das Filtrat von Tryosin und Leucin wurde zur Sirups- 
konsistenz eingedampft, der Riickstand mit dem etwa_ fiinffach- 
volumigen absoluten Alkohol ausgekocht, die ungelést gebliebenen 
Salze abgesauet und im Vacuum eingenget. Die Behandlung 
wurde solange wiederholt, bis beim Auskochen mit absolutem 
Alkohol keine Salze ungelost zuriickblieben. Darauf wurden die 
im absoluten Alkohol gelisten Aminosiuren nach E. Fischer’s 
Estermethode mit gasf6rmiger Salzsiiure verestert. 

Dabei schied sich aber kein Glykokollesterchlorhydrat aus. 
Nun wurde die Lésung im Vacuum zu dicker Sirupskonsistenz 
eingeenet, die Ester mit Natronlauge und Natriumearbonat in 
Freiheit gesetzt und in Aether aufgenommen und nach der 
Destillation des Aethers die Ester fraktionierter Destillation unter- 
worfen. 

Ausbeute. 
1. Fraktion 55-60°C 12mm Druck ..... 
2. Fraktion 90-105°C 12mm Druck 
3. Fraktion 140-145°C 10mm Druck 
4. Fraktion 180-200°C 8mm Druck 


| 


i 
wo} 


aa 
eo | 
JQ TQ TO 


bo 
= 
ge 


Die Verseifung des Ester sowie die Isolierung und die Identi- 
fizierung der einzelnen Aminosiuren erfoleten in der iiblichen 
Weise. 

1. d-Alanin. 

0,1325 @ Substanz ergaben 0,04434e@ CuO. 
3erechnet fiir (C3sHgO2N)2 Cu: ..26,53% Cu. 
FEM OINC SA ae oa8 alae ra ete ee oe 21,16% Cu. 


0,1224@ Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 


N 
Ammoniaks 10,1 eem = HoSOx4. 


3erechnet fiir (CsH(O2N)eCu: ....11,68%N. 
Goefundenice it. sy98s ey et ahasan 11,55%N, 
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Eine wiisserige Lisung dieser freien Aminosaure dreht das 
polarisierte Licht nach rechts. 

2. 1-Leuc. 

3. Valin und Isoleucin, 

Jedes nach der Verseifung bis zur Trockenheit eingedampfte 
Aminosiurengemisch der 1. 2 und 3. Esterfraktion wurde einzeln 
mit absolutem Alkohol wiederholt gekocht und dann in der 
bekannten Weise in Kupfersalze iibergefiihrt. Die Kupfersalze 
der drei Fraktionen wurden jede fiir sich mit Methylalkohol 
erschopfend extrahiert. Die gesammelten methylalkoholischen Aus- 
ziige wurden von Alkohol befreit, die hauptsachlich aus Valin 
und Isoleucinkupfer, die in Methylalkohol unléslichen Kupfer- 
salze aus Leucin bestanden. 

0,1214 ¢ Kupfersalz gaben 0,0296@ CuO. 
Berechnet fiir (CgHi2N20)2Cu: ..19,638% Cu. 
Getunden: 26. eee 19,43% Cu. 

0,1214@ Substanz verbrauchten zur Neutralisa- 


N 
io H.SOx4. 


Berechnet fiir (CgHi2NOe2). Cu: ....8,65%N. 
Gefunden's> .<teosne wot eee 8,538 %N. 


tion des Ammoniaks 7,5 eem 


Das _ blauviolette methylalkoholische Kupfersalz wurde aus 
Wasser umkrystallisiert. Die Kupfer- und Stickstoffbestimmuneg 
ergab die auf ein Gemisch von Isoleucin und Valinkupfer passende 
Analysenzahl : 

0,1210 ¢ Substanz ergab 0,0294¢ CuO. 


0,0988 @ Substanz verbranchten zur Neutralisa- 
i] ce 
tion des Ammoniaks 6,5 eem = H2S04. 
Berechnet fiir (CgHi2NO2)2Cu: 19,63% 8,65%N. 
Berechnet ftir (C5HipNO2)2Cu: 21,49% 9A4AT%N. 


Gefunden : 40% 9,21%N. 


Aber die Menge der Kupfersalze war zu gering, um die Tren- 
nung des Valins von Isoleucin herbeizufiihren. 
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4. l-prolin. 

Die nach der Verseifung der 1. 2. und 3. Esterfraktion 
entnommenen, in absoluten Alkohol loslichen Aminosiuren wurden 
in Kupfersalze verwandelt. Die Kupfersalze wurden nunmehr mit 
absolutem Alkohol ausgekocht und vom ungelésten abfiltriert. 
Das dabei auskrystallisierte blaue Kupfersalz ergab den folgenden 
Kupfer- und Stickstoffgehalt : 

0,1210 g Substanz ergab 0,0333 @ CuO. 
Berechnet fiir (CsHgsNO2)2Cu:....21,80% Cu. 
Gelundete erat sonics Bae: Matte nee 21,90% Cu. 

0,1005 g Substanz versbrauchten zur Neutralisa- 


tion des Ammoniaks 6,9 cem iG H2SOx4. 


Berechnet fiir (C;HsNO.)2.Cu:......9,60%N. 
GeLUNGe Mae cic ener arse uae te tess: 9,61%N. 

Eine wasserige Losune der freien Aminosaure dreht das 
polarisierte Licht nach links. 

5. dl-Prolin. 

Das in Alkohol unlosliche Kupfersalz wurde aus Wasser 
umkrystallisiert. Es ergab folgende mit Prolinkupfer tberein- 
stimmende Analysenzahl: 

0,1100 ¢ Substanz ergab 0,08303 ¢@ CuO. 
Berechnet fiir (CsHsNOz)2Cu: ...21,80% Cu. 
ChCTUTTO CTE deren Sn ichosne eua ws lee sues 22,00% Cu. 

0.1134 @ Substanz verbrauchten zur Neutralisa- 


= 


tion des Ammoniaks 9,8 cem io HsSO4. 


Berechnet fiir (CsHsNO2)2Cu: ..... 9,60%N. 
Gefundem: ...5..064 ASRS Dee ee 9,62QN. 


6. l-Phenylalanin. 

Das Phenylalanin aus der 4. Fraktion wurde nach der Ver- 
seifung des Esters mit Salzsiiure als Chlorhydrat isoliert. Das im 
Vaccum iiber Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz getrocknete 


Praparat ergab folgende Analysenwerte : 
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0,1350 ¢ Substanz verbrauchten zur Neutralisa- 


N cy 
tion des Ammoniaks 6,8 eem io H2SOu. 
Berechnet fiir CyHi,02N. HCl: ....6,95%N. 
Gefurnden: 7625 peer pene eee 7,09%N. 


Hine wasserige Losung zeigte Linksdrehung. 

Die von Phenylalaninester abgetrennten Ester der tbrigen 
Aminosduren wurden mit Baryt verseift. Aus der verseiften 
Losung schied sich kein asparaginsaures Baryum aus. 

7. Glutaninsdure. 

Aus dem Filtrat des asparaginsauren Baryums wurde, nach 
der quantitativen Entfernung des Baryts durch Schwefelsaure, 
nach dem tiblichen Verfahren Chlorhydrat isoliert und analysiert. 

0,1125 @ Substanz verbrauchten zur Neutralisa- 

tion des Ammoniaks 6,1 cem HsSOx4. 
Berechnet ftir CsHgNOsHCl: .......7,689%N. 
Gefundeni™ 2028.5, see ee en eee OO our 


ZUSAMMENFASSUNG. 

1. Der Wassergehalt ist durchschnittlich 20%. 

2. Der Aschengehalt der Epidermis betrigt 1,5%. Bei der 
schwarzen Rasse ist der Aschengehalt 2%, bei der weissen 1-1,5%. 
Also liegt die durch vorliegende Versuche festgestellte Zahl 
zwischen den beiden vorhergenannten. Unter den Aschenbestand- 
teilen ist der ISieselsduregehalt relativ gross, dagegen ist Schwefel 
nur 0,78%, dass ist viel weniger als in anderen Horngeweben 
(Haare, Nagel usw.) 

3. Der Fettgehalt ist 2%. 

4. Als Spaltungsprodukte des Hiweisses der Menschen- 
epidermis nach Saurehydrolyse konnten mit Sicherheit folgende 
Aminosiuren nachgewiesen werden: Tyrosin, Cystin, Leucin, 
Alanin, Phenylalanin, Valin und Isolencin, Prolin, Glutaminsiure, 
Hiditin?, Arginin und Lysin. 
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Zum schlusse moéchte ich Herrn Prof. Dr. K. Morinaka 
meinen verbindlichsten Dank aussprechen fiir die grosse Liebens- 
wurdigkeit, mit der er mich bei der Ausfiihrung meiner Versuche 
beraten hat. 
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INTRODUCTION. 

The the suspension of well washed erythrocytes, which has 
been sensitised with hematoporphyrin easily hemolyses upon ex- 
posure to sunlight is a well known fact and was studied by 
Hausmann extensively (1908). In his experiment 20 ee. of 0.1 
percent suspension of erythrocytes were mixed with lee. of 0.2 
percent of hematoporphyrin for 2 hours, and the erythrocytes were 
washed with saline solution six times by the use of a centrifuge. 
He showed that the erythrocytes after six times washing, still re- 
tained their properties to be hemolysed upon the insolation, while 
the wash saline solution could not hemolyse the fresh non treated 
erythrocytes even after 30 minutes of insolation, but caused a com- 
plete hemolysis by the further exposure to an are light of the dura- 
tion a little longer than 11% hours. 

By this experiment it became clear that hematoporphyrin is 
taken up by the erythrocytes and could scarcely be washed out. 
He did not attempt to follow the mode of hemolysis in this case. 

In the following sections some of results of my experiments 
are reported, in which I tried to elucidate some phases of the 
mechanism of hematoporphyrin hemolysis. 


T.. Do SOME HEMOLYTIC SUBSTANCES APPEAR BY THE SIMULTANEOUS 
ACTION OF HEMATOPORPHYRIN AND LIGHT? 


The fact that the erythrocytes are easily hemolysed by un- 
saturated fatty acid leads us first to inquire whether it is possible 
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that the decomposition occurs in some of the lipin constitutents of 
the blood corpuscles and thereby produce some unsaturated fatty 
acids. 

The experiments were therefore made with lecithin obtained 
from egg, stroma obtained from ox blood corpuscles and many 
lipin fractions prepared from ox blood corpuscles to determine 
whether or not these substances produce any hemolytic agent upon 
insolation. 

Ege lecithin, a quite pure sample prepared by Dr. Kishi, was 
used in 0.5 pereent concentration. Stroma, which was obtained 
by water hemolysis from well washed erythrocytes, was washed 
repeatedly with a physiological salt solution by means of a centri- 
fuge until the mass became colourless and then diluted with a 
saline solution to two times its original blood volume. 

Several lipin fractions from ox blood corpuscles were separated 
from the lipoid extracted with alcohol ether mixture (3:1). The 
extract obtained by distilling the aleohol-ether mixture was then 
dissolved in dry ether and filtered. A portion of this ether solu- 
tion was freed from ether and used for the emulsion (0.7%). To 
the remaining portion was added several times its volume of aceton 
aud thus the in aceton soluble and insoluble portions were sepa- 
rated. After freeing from ether each portion was used for the 
preparation of 0.5% emulsion. These substances emulsified by a 
physiological saline solution were divided into four portions. Into 
two of them a definite amount of hematoporphyrin solution was 
added, while to the other two were added the corresponding amounts 
of physiological salt solution. 

Kach one of the solutions—with and without addition of 
hematoporphyrin — was exposed to the sunlight from 3 to 5 hours, 
while the remaining two were placed in the dark. Then to each 
tube 10 ce. of a 2% blood corpuscle suspension were added and 
after about one hour the occurrence of hemolysis was examined. 

Hemolysis oceurrend in none of the test-tubes and therefore the 
formation of a hemolytic agent from lecithin, stroma of erythro- 
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cytes and various portions of lipoid constituents of erythrocytes by 
the irradiation in the presence of hematoporphyrin was excluded. 

Next I tried to examine whether or not any hemolytie agents 
are produced when the blood corpuscles are hemolysed by hema- 
toporphyrin under irradiation. To 10 ce. of a 2% suspension of 
erythrocytes were accordingly added 0.3—0.5 ee. of a 0.2% hema- 
toporphyrin solution and the mixture was exposed to the sunlight 
until complete hemolysis resulted. The hemolysed solution thus 
obtained was added in amounts of 1.0, 2.0 and 3 ee. into 10 ee. of 
a 2% erythrocyte suspension and laid aside in the dark at room 


temperature about three hours. Hemolysis, however, did not oceur 
in any of the mixtures. 


Il. THE RELATION OF THE DURATION OF IRRADIATION NECESSARY TO 
PRODUCE HEMOLYSIS TO THE AMOUNT OF HEMATOPOR- 
PITYRIN PRESENT. 


It will be clear from what we have seen in the foregoing para- 
oraphs that the hemolysis occurring by the simulteneous action of 
sunlight and hematoporphyrin is not brought about by the pro- 
duction of some hemolytically acting agent. The energy of radia- 
tion is primarily necessary to invoke the hemolysis. 

That the duration of irradiation necessary to produce 
hemolysis depends on the concentration of the hematoporphyrin 
used is quite natural and easily observable. I have examined the 
relation existing between the duration of irradiation and the 
amount of hematoporphyrin. The purpose of this examination is 
two-fold. On the one hand it suggests to us what kind of reaction 
it presents, while on the other it enables us to determine so minute 
an amount of hematoporphyrin that it can not be estimated colori- 
metrically. 

Methods. To 9ce. of a 2% erythrocyte suspension one ce. of 
hematoporphyrin of varying concentrations was added and _ sub- 
jected to irradiation. The source of light consisted of a nitrogen 
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filled Matzda lamp of 1500 candle power, which was rotated about 
its axis regularly. 

About 45 em. from this lamp the test tubes were placed cir- 
cumferential, ensuring thus an equal degree of irradiation to all 
of the tubes. 

When all the test tubes were mounted in their places the, light 
was turned on and the time necessary for complete hemolysis for 
each test tube was noted. The relation between the concentration 
of hematoporphyrin and time for complete hemolysis is given in 
table I and fig. 1. 


Volume of 0.2% & S 
hematoporphy tin 0.1 0.09 | 0.08 | 0.07 | 0.06 | 0.05 0.04 0.03 | 0.02 


Se) é 
2% suspension of 9 ; : 

ee.| 9ee.| 9ee.| 9ee.| Dee.) 9ce.| Yee.| Yee. 20. 

erythrocytes ce ce ce ce ce ce.| 9ice 


m m m m m m m m 


Time for complete | ,-< 5 Danita ats 
Nemols ae 27.28 | 28.16] 29.19) 30.26] 31.42) 33.30] 36.12) 42.0 | 54.52 


Volume of 0.2% ; = 
hematoporphyrin 0.01 | 0.009] 0.008} 0.007 | 0.006} 0.005] 0.004} 0.003} 0.002 


2% su si 
2% suspension of ety 


erythrocytes 9G. | Yee. || 9ice=| “9/ce:))) Bee. | “9.ees)| Vice 9ices 


nh m m m m Lag) m m 


ime for alee an aallhecie nl mer oe : n 
Ca ea 70.34| 78.24] 85.54| 95.12 | 103.36] 127.0 | 142.12] 179.0 | 235.0 


In the figure the time needed for complete hemolysis was given 
by the asbcissa, while in the ordinate the corresponding concent- 
tration was entered in logarismic expression. 

If the erythrocyte were used from the same species of animal 
identical values were always obtained. Therefore, once this rela- 
tion was established we can find the concentration of hematopor- 
phyrin in an unknown solution by determining the time necessary 
for complete hemolysis in the above mentioned system and by fol- 
lowing the concentration of the hematoporphyrin corresponding to 
it on the curve. . 
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III. THE AMOUNT OF HEMATOPORPHYRIN TAKEN UP 
BY ERYTHROCYTES. 

What we saw with the experiments described above in section 
I in regard to the question of the production of some hemolytic 
agent from some constituents or red blood corpuscles by the 
irradiation in the presence of hematoporphyrin suggests to us the 
possibility that hemolysis oeeurs only when the hematoporphyrin 
is taken up by the corpuscles which accelerates the process of 
hemolysis induced by irradiation. 

It is also quite conceivable that the hematoporphyrin is partly 
taken up by the corpuscles while it remains partly in the solution. 
The question then arises whether there is a definite relation 
between the amount of hematoporphyrin taken up by the red cor- 
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puscles and the time needed for complete hemolysis. If we make 
an assumption that the energy necessary to disintegrate the struc- 
ture of red corpuscles remains the same regardess of the amount 
of hematoporphyrin present, then would the time needed for 
hemolysis be reciprocally proportional to the amount of hema- 
toporphyrin taken up by the red corpuscles. 

In the following I have first determined the amount of hema- 
toporphyrin taken up by a definite amount of red corpuscles from 
the solution of various concentration. Then the relation of the 
amount thus taken up by the corpuscles and the time needed for 
the complete hemolysis was studied. 

For this purpose to 9 ec. of a 2% red corpuscle suspension 
was added 1 ce. of hematoporphyrin of various concentrations and 
the mixture was centrifuged after about 5 minutes. The amount 
of hematoporphyrin remaining in the supernatant fluid was tested 
by adding the fluid to the red corpuscle paste obtained by centri- 
fugation from 9c¢ec. of a 2% red corpuscle suspension and by 
finding the time required to provoke the hemolysis after irradia- 
tion of the mixture by standard method. The amount of hema- 
toporphyrin taken up by the red corpuscles is given naturally by 
the difference between the original amount of hematoporphyrin in 
the solution and that in the remaining fluid. 

This amount divided by the volume of the red blood corpuscles 
can be taken’as the concentration of the hematoporphyrin in the 
red corpuscles (b in the table I1). On the other hand the period of 
time was measured which elasped from the moment irradiation 
be can to that of the completion of hemolysis in each mixture 
consisting of red corpuscle suspension and a different concentra- 
tion of hematoporphyrin. The time required for complete 
hemolysis was also measured with the red corpuscles loaded with 
hematoporphyrin, the solution containing the remaining hematopor- 
phyrin being separated by centrifugation and replaced by the 
same amount of physiological saline solution. The result is shown 
in table II. 
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Cone. of hemaroporphyrin in solution. 
Fig. 2. 


As can be seen from the table II and as is illustrated also in 
: b : 2 
Fig. 2 the value —, the ratio between the concentration of hema- 
a 


toporphyrin in the red corpuscle and that in the solution, decreases 
quite abruptly with the decrease of the concentration of hematopor- 
phyrin in the solution. This suggests to us that the hematopor- 
phyrin is taken up by the red corpuscles and combined there with 
some of their components. 

In Fig. 3 the relation between the amount of hematoporphyrin 
in the red corpuscle and the time needed for hemolysis is given. 
This tells us that even when the concentration of hematoporphyrin 
in the red corpuscle is increased there is a certain time interval 
until hemolysis occurs. Perhaps this is due to the necessity of the 
disintegration of the cell structure before the hemolysis occurs 
and may be different according to the nature of cell resistance. 

If we denote this time interval as tp and substracts this amount 
from the time needed for complete hemolysis in different concen- 
trations of hematoporphyrin in the red corpuscle, t—ty) can be 
taken as the time needed to produce the same grade of change in 
the cell with different amounts of hematoporphyrin. 

In Fig. 3 the relation between the concentration of hematopor- 


Studies on the Hematoporphyrin Hemolysis. 333 


Amount of absorption 


20 30 +40 


——~ Time in second 


iow 


phyrin in the red blood corpuscles and the t—tfy value is given 
eraphieally. 

From the figure it ean be seen that the time required to invoke 
the same grade of change in the corpuscle is reciprocally propor- 
tional to the concentration of the hematoporphyrin contained in 
it. This is what we thought under the assumption that the energy 
necessary to disintegrate the structure of the red corpuscles comes 
from irradiation and the result may prove the correctness of the 


assumption. 


IV. THe MODE OF TRANSFER OF HEMATOPORPHYRIN INTO THE 
RED CORPUSCLE FROM THE SOLUTION. 

In the preceding section it became evident that the hematopor- 

phyrin is taken up by red corpuscles and remains there combined 

with some of their constituents. When, however, we trace the 
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Ve 


relation of the amount of hematoporphyrin taken up by the cor- 
puseles with that of the solution in equilibrium with them, the 
probability becomes quite obvious that both the adsorption and 
chemical combination may act together. 
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Figure 5 suggests to us that when the concentration of hema- 
tophorphyrin is small adsorption plays the main role and the curve 
is coneave toward the axis of abscissa representing the concentration 
of the solution (OA part of the curve), while, when the sclution is 
more concentrated the chemical combination becomes an important 
factor, the curve bending over axis of ordinate representing the 
concentration of the corpucsle-hematoporphyrin (AB part of the 
curve). 

If we determine two constant K and n in the Freundlich’s 
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adsorption isotherm from the previously mentioned datas, then we 
will see as is shown in table III, that at a low concentration of 
hematoporphyrin both values K and n stay extremely constant, the 
amount of hematoporphyrin taken up by red blood corpuscles 
coinciding altogether with that corresponding to the adsorptiotn 
phenomenon. However, if the concentration of hematoporphyrin 
increases, both values K and n vary gradually and the amount 
of hematoporphyrin taken up by corpuscles is greater than that 
the adsorption isotherm requires. Consequently it seemes to me 
most probable that there is some chemical prosess going on besides 
the adsorption phenomenon. 


TABLE IIT. 


Volume of 0.2% | 94 | 0,09] 0.08| 0.07] 0.06] 0.05 | 0.04] 0.03 | 0.02 
Hematoporphyrin 


n 2.0 2.1 2.3 | 2.55 | 2.69 | 2.64 | 2.19) 1.76 | 1.66 


K 0.3275) 0.3413} 0.3900) 0.4438) 0.4144) 0.3580) 0.2054! 0,1180) 0.1621 


Volume of 0.2% | 9.91 | 0.009] 0.008] 0.007} 0.006| 0.005| 0.004| 0.003] 0 
Hematoporphyrin 


n Hoy |) alsayay |) Slayss-|) alesy2) | aka |) 1165) AS 
K 0.1414) 0.1291) 0.1201) 0.1043) 0.1050} 0.1186) 0.1029 


That the amount of hematoporphyrin taken up by corpuscles 
is not due simply to a adsorption phenomenon is confirmed by the 
comparison of the amounts of hematoporphyrin taken up by cor- 
puscles at low and high temperatures. 

If it were a simple phenomenon of adsorption more should 
be taken up at a low temperature than at a high temperature. 
As is shown in table IV, however, hematoporphyrin is taken up 
in reality in greater quantity at a high temperature, the remaining 
solution thus exhibiting a far smaller hemolysing capacity than 
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TABLE IV. 


F - = Hemol. time of 
Cone. of Hemol. time of remaining fluid sensitised and washed cells 
Hematop: cold . warm cold warm 
0.005 5-7° 48’ 30" 64’ 7a 61’ 
0.01 46! ai! 41’ 36.5! 
0.05 34! Ay 225! 16’ 
0,1 8’ 40’ LO 30!" 19’ fa 


at the lower. Again the red blood corpuscles charged with hema- 
toporphyrin at a high temperature decompose more rapidly on 
exposure to light than at the lower. 


V. WHAT IS THE ACTION OF INSOLATION ON CORPUSCLES 
CHARGED WITH HEMATOPORPITYLIN? 


It is shown already in section I that there is no substance 
having hemolytic properties produced in the solution during the 
insolation of the mixture of blood corpuseles or their constituents 
and hematoporphyrin. What is then the action of insolation on 
corpuscles charged with hematoporphyrin? May it involve some 
process of destruction in the colloidal structure of the corpuscles 
by radiating energy? 

When we add hematoporphyrin in a certain tolerable concen- 
tration into the suspension of stroma prepared by water hemolysis, 
no great change occurs, so long as the mixture is placed in the dark. 
Upon exposure to sunhght, however, the stroma seem to crumble 
to a fine powder quite abruptly and the chemical analysis of the 
supernatant fluid, obtained by the centrifugation of such a mixture 
at certain intervals after the begining of insolation reveals the fact, 
that, as is recorded in table V, both the protein and the lipoid 
content in the supernatant liquid increase as time passes on. From 
this it may be coneluded that the stroma of erythrocytes is dis- 
integrated by the common action of hematoporphyrin and sunlight. 

When the mixture of a suspension of red blood corpuscles 
and hematoporphyrin is exposed to light and examined under a 
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ieee 0 O.1ce. | 1.0ce. 0 ie ie 1.5 ee. 
ES, he. i lowe. dich. Sy inte, 3 hr. ; ay lhe ‘ 
eae 0.8 mg. 1.9 mg 2.6 me. 3.4 me 5.1 mg 7.4 mg 
eee oe ee lee 


microscope the borders of the cell is getting clearly outlined at 
first and then all at once seem to disintegrate, its content being 
passed out abruptly to the outer fluid. The expansion of the 
cell is quite slight and there is a great difference between this kind 
of hemolysis and the laking process in hypotonic saline solution, 
where corpuscles clearly undergo swelling before disruption. 


VI. DorES HEMATOPORPHYRIN-INSOLATION TREATMENT REALLY 
INCREASE PERMEABILITY OF CELL—MEMBRANCE ? 

Conforming to the observations in the above experiments I 
presume that the hemoglobin pass out from the corpusele on 
account of the disintegration of the stroma. But in order to know 
if this is due to the effect of hematoporphyrin-insolation in in- 
creasing the permeability of the cell membrane I investigated this 
question with other material. The chosen material was frog 
muscle. When muscle cells are placed in a slightly hypertonic 
saline solution containing hematoporphyrin and are placed in the 
dark, the muscle cells, owing to outflow of water, loose their 
weight. When, however, the mixture is exposed to sunlight, the 
muscle tends to inerease its weight at first. This is probably 
due to the inerease of permeability to salt, but not to cell colloids, 
tending the hypertonicity of muscle cells against the milieu. In 
the later stage the permeability to the larger molecules, as protein 
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and other substances, also comes in and together with the passing 
out of these substances, the muscle again looses its weight. This 
experiments are represented in the table No. VI. 


TABLE VI. (a). Weight of muscle. 


aaa hr. hr. hr. hr. hr. hr. hr. 
ti . i 2 3 4 5 6 12 
ion 


g- g. g. g. g. g. g- g- 
Ringer-sol, 0.2957 | 0.2968} 0.2957] 0.28958) 0.2847) 0.2828) 0.2805} 0.2855 
0.65% 
(room 
dark) 


Ine. or 


Dec, | 19-0011 a —0.00612)—0.011 |—0.0129|—0.0152|— 0.0102 


ee 0.3144 | 0.3077] 0.3016] 0.2959 | 0.2935] 0.2920| 0.2886] 0.3370 
1.65% 
10 ee. + 


0.5 ee. Ine. or = ~ a < o« ox o« 
Gamat tee — 0.0067 |—0.0158|—0.0185 |—0.0209]—0.0224 |—0.0258]|— 0.022 


Ringer-sol| 9.345 
0.65% 3150 
ORG a 
0.5 ce. Ine. or 


Hp. (light)} Dee. 


0.3174| 0.3226] 0.3236 | 0.3254) 0.3268] 0.3280) 0.3240 


+ 0.0024/+0.0076|+0.0086 |+0.0104|+0.0118 | + 0.0130) + 0.0090 


TABLE VI. (b). Content of chlorine (Control). 


Weight of Time of hr. ine hr. hr. hr. 
muscles insolation al 2 5 7 


vo 


sya 0.45 me. 
0.2875 g. 0.156 % 


0.2932 g. 0.53 mg, 
5 0.180 % 


0.3464 g. 0.67 mg, 
0.193 % 
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TABLE VI. (c) 
Content of chlorine (Haematoporphyrin-light). 


Weight of | Time of hr. hr, hr. hr. | hr. 
muscles insolation 1 2 3 6 , df 
; Q 0.59 mg. 
0.4010 g. 0.147 9% 
0.4066 g. 0.82 mg. 


0.201 % 


0.5108 g. j 215 0% 

0.3857 g 0-311 % 

gee | Bom 
0.3817 g rel 0447 


VII. Wuat Is THE MECHANISM OF THE DISINTEGRATION 
OF THE STRUCTURE OF STROMA? 

As it is stated in the above chapter the nature of hemolysis 
due to the action of hematoporphyrin-insolation is different from 
that of hemolysis in hypotonic saline solution. Complete destruc- 
tion of the stroma accompanying the former makes this difference 
evident. Wishing to clear up in which way the disintegration of 
stroma proceeds I undertook the following studies. The idea of 
this investigation was to establish first whether there is any differ- 
ence in the red blood corpuscles of various animals in their resist- 
ance against the action of hematoporphyrin and insolation, and, 
if so, to determine then what kind of relation, if any, exists between 
its chemical constitution and the degree of resistance towards 
hemolysis. 

It is a fact known since long ago that the blood corpuscles of 
various animals have different degrees of sensibility for laking in 
hypotonic solution or in saponin solution, and that the order of 
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sensibilities for these two kinds of hemolysis is entirely reverse, 
the corpuscle the most sensitive to the hypotonic saline solution 
being the most resistant to the saponine solution. This is set in 
a scale — commonly called Rywosh series. I ventured therefore 
to reexamine the Rywosh scale with several common Japanese 
animals, and to investigate the relation between the Rywosh 
series thus examined and the sensibility towards hemolysis by 
hematoporphyrin. Both series, Rywosh’s and mine, agree in 
main features, only two or three points differing in order of 
priority. This is perhaps due to the difference in the species of 
Japanese animals and those used by Rywosh, or perhaps to their 
mode of living. Such question I did not try to solve, and for the 
time being, constructed a new Rywosh series among these animals. 
They are represented below: 


Rywosh series. 
Saponin. 
Sheep, goat, ox, cat, grey mouse, pig, grey rat, dog, white rat, 
rabbit, gunea pig. 
Hypotanie saline. 
Guinea pig, white rat, dog, grey rat, rabbit, pig, grey mouse,. 
eat, ox, goat, sheep. 


New Rywosh series. 
Saponin. 
Goat, horse, cat, sheep, ox, pig, white mouse, dog, human, blood 
of placenta, white rat, hen, rabbit, guinea pig. 
Hypotonie saline. 
Guinea pig, hen, white rat, blood of placenta, human, dog, 
white mouse, rabbit, pig, ox, horse, sheep, cat, goat. 


The sensibility towards the action of hematoporphyrin and 
the capacity for taking up the hematoporphyrin of red blood cor- 
puscles was determined by the following method. The corpuscles 
employed for experiments were always obtained by centrifugation 
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from fresh and mechanically defibrinated blood. They were washed 
5 times or more in a physiological saline solution to be freed from 
serum, being separated by centrifugation after each washing. 
Finally equal volumes of a physiological saline solution was added 
to get an equally distributed paste. 
physiological solution to 2% of the paste. 


This was then diluted with a 
9 ce. of the suspension 
thus obtained were taken for the experiment and to it was added 
Orlvce; of 2% 
logical saline solution, and the mixture was left to stand in the 


solution of hematoporphyrin and 0.9 ce. of physio- 
dark for 5 minutes. Then it was placed for irradiation in the same 
arraratus as is described in the previous sectino, and the time 
necessary for complete hemolysis was recorded. 

At the same time the other portion of the above mentioned 
corpuscles and hematoporphyrin was placed in the dark for 5 


minutes and centrifuged. The amount of hematoporphyrin re- 


TABLE VII 
Guinea white | blood of : white 
pig hen rer placenta human dog Guia 
Time for | 34'.30 | 35’.0 | 39'.30 | 4030 | 407.30 | 44.0 | 51’.30 
hemolysis 
Amount of a 
hematop. 0.094 -089 .0674 -0636 .0658 4538 .0390 
remaining r 
Amount of 
Hp. taken up 0.106 1110 1326 1364 1364 1462 1610 
by corpus. 


rabbit pig ox horse sheep cat goat 

Time for | 447.30 | 44.0 | 41.40 | 41'.30 | 37/0 | 32.0 | 36'.0 
hemolysis 

Amount of 

hematop. 052 -0538 06 -099 0794 -116 -0684 
remaining 

Amount of 

Hp. taken up 148 1462 14 .1410 -1206 084 1316 
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maining in the supernatant fluid was determined by the method 
described above under section II. From this the amount of 
hematoprophyrin taken up by the corpuscles was calculated and 
the result is shown in table VII. 

According to this table the red blood corpuscles which occupy 
the left extremity of the new Rywoslr series have little capacity to 
unite with hematoporphyrin, while the hematoporphyrin combin- 
ing power tends to inerease as the position of the corpuscle shifts 
towards the right in the series. The maximum is attained, how- 
ever, in the middle of the scale and the combining power begins 
to decrease then gradually until it becomes the minimum at the 
right extremity of the series. 

As it was stated above the red blood corpuscles which occupy 
the left extremity of the scale have the greatest capacity of re- 
sistance towards a hypotonic¢ saline solution and the farther their 
position is moved to the right the more their resistance decreases. 
On the contrary, the resistance for saponin is the greatest on the 
right extremity and diminishes to the left, that is to say the diree- 
tion is reverse to that for the hypotonic solution. The capacity 
for taking up hematoporphyrin is shown to be least on both ends, 
where the corpuscles are resistant either against hypotonie saline 
solution or saponin, and the highest combining capacity is found 
in the middle of the seale. 

In order to ascertain whether or not there exists any relation 
between photosensibility and the chemical constituents of the cor- 
puscles the chemical analysis of corpuscles of a few selected species 
was undertaken. As to the relation of the chemical composition 
of the blood corpuscles from the various species of animals to their 
sensibilities towards hypotonic saline solution and saponin there 
are several explanations proposed. Particularly the amount of 
chelesterol or lecithin for hemolysis by saponin and the amount of 
protein for hemolysis in the hypotonie saline are emphasized, while 
‘some authors try to interpret the relation in another way. 

I took 5 specimen from the new Rywosh series, chosen at 


Hemolysis, 


rin 


yl 
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a different position in the series and the results of the chemical 
analysis of their blood corpuscles was compared with the sensibility 
towards the hypotonic saline solution, saponin and hematopor- 
phyrin-insolation. As is seen from table VIII the content of pro- 
tein is the largest at the left extremity and tends to decrease 
always towards the right, while the reverse is true in the case of 
cholesterol, thus the relation of the amount of these substances to 
the either hypotonic solution or to the saponine solution seems to 
be most probable. In the case of hematoporphyrin the content of 
cholesterol or of protein does not seem to play much of a role as 
the least resistance is shown neither related to the greatest or to 
the least amount of either of these substances, but is seen where 
there is a medium quantity of protein and a little cholesterol. 

On the other hand at the weak point of resistance solid sub- 
stances present become particularly abundant. Although with the 
decrease of proteins and cholesterol these solid bodies seem to 
increase, we can not Jump to a conclusion that sensibility towards 
hematoporphyrin is related to an increase in these solid substances. 

There was a necessity to investigate the connection between 
the amount of hematoporphyrin taken up and that of solid bodies 
on account of a difference in the shape and water content of blood 
corpuscles of various animals. This relation is given in table IX. 

All percentage values in the determination of blood corpuscles 
is highly influenced by the amount of hemoglobin present. There- 
fore the real knowledge of the composition of endosoma besides 
hemoglobin and of the stroma is obtained only after the exclusion 
of hemoglobin. Nevertheless I discarded this method of ealeula- 
tion because the hemoglobin molecule of the different species of 
animals may differ from each other and the assumed protein con- 
tent calculated from the hemoglobin value obtained colorimetrically 
may lead to an erronous result. The determination of the com- 
position of the stroma obtained by hemolysis and washing has no 
value, as in this case the endosoma is lost, which may take some 
part in hematoporphyrin hemolysis. 
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Besides nitrogenous compounds, lipoids and salts one of the 
chief constituents of red blood corpusele is an organic phosphorus 
compound mainly present in the state of an acid soluble form. 
Recently Jost (1927) announced that the main part of them is 
composed of diphosphoglycerie acid. 

In order to determine the amount of the organic phosphorus 
compound and particularly the acid soluble phosphorus compound 
together with other constituents, I selected 3 species of animals 
having typical features in hemolysis by hematoporphyrin-insola- 
tion, and executed a chemical analysis of them keeping in mind 
especially on the distribution of phosphorus. The result is shown 
in table IX. 

From this table it is remarkable that the acid soluble phos- 
phorus compound is found in a large amount in those corpuscles 
which have weak resistance towards hematoporphyrin, while the 
corpuscles having strong resistance, 1.b. corpuscles standing at 
both extremities of the Rywosh series, contain only a little phos- 
phorus. 

As acid soluble phosphoric acids are chiefly in the form of 
diphosphoreglyeerie acid and if it exists in the cell in combination 
with alkali or alealine earth then it is not difficult to understand 
that it has a low content of protein and cholesterol with a larger 


amount of mineral substance. 


VIII. Decomposition OF ACID SOLUBLE PHOSPHORIC ACIDS OF RED 
BLOOD CORPUSCLES BY THE HEMATOPORPHYRIN- 
INSOLATION ACTION. 

As was found in the previous chapter red blood corpuscles, 
which have low resistance to hematoporphyrin-insolation, contain 
more of the acid soluble phosphorus compound than corpuscles 
with greater resistance. In order to ascertain 1) whether the 
hematoporphyrin-insolation treatment of the red blood corpuscles 
is accompanied by a decomposition of the acid soluble phosphorus 
compound and 2) whether either hemolysis in the hypotonic solu- 
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tion or the simple exposure to light would produce the same effect 
on these acids, I carried out the following experiments. 

A rabbit’s red blood corpuscles were well washed 5 times 
with physiological saline solution, and were diluted with two 
volumes of physiological saline solution. Each of several portions 
of 10 ce. of this suspension was placed in a series of test tubes. 
Tube No. 1 was left as it was for a control. To No. 2 and No. 3 
hematoporphyrin was added; while No. 2 was left in the dark and 
No. 3 was exposd to light. No. 4 was hemolysed with the addition 
of water and No. 5 was simply exposed to hght. After 1 hour the 
total acid soluble phosphoric acid compounds and the inorganie 
phosphorus in test tubes No. 1, 3, 4 and 5 was determined. The 
amount of organic phosphoric acids was calculated by the differ- 
ence. In the clear supernatant liquid of test tube No. 2 no acid 

TABLE X. 


Acid soluble phosphoric acid (in 100 ce. of blood). 


50% Rabbit’s blood corp. as Be 
suspension. 100 ce. ee. Org. Wore 
N SM hey Pie 2.86 mg 10.94 mg 
o. 1. Normal (dark) (20.73%) (79.27%) 13.80 mg 
No. 2. Supernatant liquid 
of hematoporphyrin i = = 
(dark ) 
No. 3. Supernatant liquid 
: : 4.32 mg 8.30 m 
of hematoporphyvin ‘ = = g 2.62 
(ight) =| __ 04220) OEE se 
» , oF 
No. 4. Water hemolysis cae Ce 12.19 mg 
ox. 0 fo. 0 
No. 5. Normal (light) 2.93 mg 9.32 mg 12.25 mg 
Cells. (23.9% ) (76.0%) ve 
Supernatant liquid a Spur. 
Non Go Homoatused 3.95 mg 7.32 mg 12.12 mg 
Sn wate fae (35.04% ) (64.95%) 
ae els light 3.62 mg 8.50 mg 
Ce (29.9% ) (70.1%) 11.27 mg 
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soluble phosphoric acid was found. The result of this experiment 
is shown in table X. 

It is obvious from this table that both in case of hemolysis in 
hypotonic solution and in the case of simple exposure to light, 
the effect was the same and no decomposition of acid soluble phos- 
phoric acids was observed. In case of hematoporphyrin-insolation 
treatment, on the contrary, decomposition of acid soluble phos- 
phorus was found to the amount of about 10%. Then the content 
of tube treated same as No. 4, subjected to hypotonic hemolysis, 
was divided into two halves and the one was left aside, while the 
other was subjected to the hematoporphyrin-insolation treatment. 
The determination of acid soluble phosphorie acids, inorganic¢ phos- 
phorus ete. performed after one hour shows us, as is shown in table 
XI No. 6, decomposition of about 6-7%. 


TABLE XI. 
Acid soluble phosphoric acid. 


Anorg. Ore. Total 


50% Stroma-suspension i 


50% Stroma-suspension 
Up. Light 


| 
| 
| 
| 


Finally I tried to examine whether or not stroma is related 
to the docomposition of acid soluble phosphorus in the case of 
hematoporphyrin-insolation treatment of blood cells. I prepared 
50% suspension of stroma and examined it for the presence of acid 
soluble phosphoric acids but such were not discovered. 

This suspension was then divided into two parts and one was 
left for control, while the other was subjected to hematoporphyrin- 
insolation treatment for the same duration of time. Protein in 
both solutions was removed by the addition of trichloracetic acid, 
and the filtrate was tested for phosphoric acid, but neither it nor 
nitrogen was found. Thus it becomes clear that although in the 
time as given in these experiments the stroma was disintegrated 
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by the action of hematoporphyrin-insolation treatment, it was not 
accompanied either by the formation of inorganic phosphoric acid 
or by the decomposition of protein. This results together with 
that obtained in the experiment described under section I, strongly 
indicates that the disintegration of stroma is caused by the dis- 
solution of colloid chemical association between protein and lpoid. 


IX. INFLUENCE OF HEMATOPORPHYRIN-INSOLATION ON 
DIPHOSPHOGLYCERIC ACID. 


As was demonstrated in previous chapters the action of hema- 
toporphyrin insolation on red blood corpuscles leads to the de- 
composition of the acid soluble phosphoric acids contained in 
endosoma, while there is no production of phosphoric acids from 
stroma. In this section investigation on the action of hematopor- 
phyrin-insolation treatment on diphosphoglyceric acid is reported 
as the latter, according to Jost (1927), constitutes the far greatest 
part of acid soluble phosphoric acids included in the blood cor- 
puseles. I prepared diphosphoglyceric acid, according to the 
description by Jost. To 10 ce. of the solution with 0.128 mg. of 
P and at pH = 7.8 — 7.4, 05 ce. of 0.2% hematoporphyrin solution 
was added and the mixture was exposed for 2 hours to sunlight. 
On examination no trace of inorganic phosphorus was discovered, 
indicating that diphosphorglyecerie acid prepared after the method 
of Jost is not decomposed by hematoporphyrin-insolation treat- 
ment. However this is not sufficient to warrant a general deduc- 
tion that organic acid soluble phosphoric acids are not decomposed 
inside the cell. There is also possibility enough that during the 
preparation the said diphosphorglycerie acid changed to its more 
stable form. 


CONCLUSION. 
1. When red blood corpuscles are hemolysed by exposure to 
light in presence of hematoporphyrin, no substance is observed 
which is capable of producing hemolysis. 
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2. Hematoporphyrin in.a dilute solution is adsorbed by 
erythrocytes, while in concentrated solutiton it seems to combine 
with them. 

3. Hematoporphyrin-insolation treatment inereases the per- 
meability of the cell membrane, presumably being produced by 
the disintegration of the stroma. 

4. The action of hematoporphyrin-insolation on the dis- 
integration of erythrocytes stroma has a definite relation to the 
Rywosh series; in the middle of that scale, where both protein 
and cholesterol are present in intermediate amount, resistance is 
the weakest. 

5. Hemolysis caused by the hematoporphyrin-insolation 
treatment is often met with corpuscles with high content of acid 
soluble phosphoric acids, being accompanied by the decomposition 
of organie phosphoric acids. But this change is going on only 
in the endosoma and is not originated by the decomposition of 
the stroma. In the disintegration of the stroma neither decomposi- 
tion of inorganic phosphorie¢ acid nor that of proteins occur. 

6. Probably hemolysis is dependent on the disintegration of 
the colloid-chemical structure of the proteins and lipoids of the 
stroma. What change occurs in the endosoma of corpusele and 
in what degree it takes part in the disintegration of the stroma,— 


on these questions no conclusive is yet found. 


In conclusion, I wish to express my sincere thanks to Prof. 
Dr. S. Kakiuchi for his valuble assistance and suggestions 
rendered to me in the prosecution of this work. 
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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER REPTILIEN. 
Von 
MASAJI TOMITA. 
(Ausgefiihrt mit Mitten der Kaiserlichen Akademie zur Forderung 
der Wissenschaften.) 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki.) 


(Hingegangen am 18. Dezember 1928.) 


I 

Eine der Hauptbedingungen jeder erfolgreichen Untersuchung 
der sich entwickelnden Hier ist die peinlich genaue Kenntnis der 
einschlagigen biochemischen Fragen. Obwohl die Hier der Saéuge- 
tiere und Amphibien so klein sind, dass sie sich der genauen 
Untersuchung entziehen, so gehdren doch die der Vogel und 
Reptilien zu den bequemsten Ausganesmaterialien, die dem phy- 
siologischen Chemiker tiberhaupt zu Gebote stehen. Nachdem wir 
schon seit Jahren ziemlich ausgedehnte chemische Untersuchungen 
bei der Bebriitung des Hiihnereies ausgefiihrt haben (1921-1927), 
kann man mit vollem Rechte erwarten, dass die gleichen Unter- 
suchungen auch fiir die Reptilieneier wertvolle Resultate hefern 
werden. 

Die Eier mancher Reptilien sind leicht in grosseren Mengen 
zu beschaffen und bequem zu untersuchen. Zu einen solehen wird 
in erster Stelle das Ei der Meerschildkrote gezahlt. 

Die Meerschildkrote, Thalassochelys corticata (Chelonia 
cauana) bewohnt hauptsichlich den atlantischen Ocean und das 
Mittelmeer, kommt aber auch in den Sommermonaten an den 
sandigen Kiisten des siidlichen Japans vor und legt dort jahrlich 
ihre Kier ab. In der finsteren Nacht steigen die Tiere ans Land, 
schleppen ihren schweren Korper auf die Sandkiiste hinauf, graben 
ein Loch, legen ihre Hier hinein, fiillen es wieder mit Sand, den 
sie fest stampfen und kehren eilig wieder ins Meer zurtck. Die 
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Legezeit der Meerschildkréte beginnt bei uns meistens Mitte Juni 
und wihrt héchstens bis Mitte August. Die Tiere legen gewohn- 
lich 10 bis 14 Dutzend Hier. Die Jungen schliipfen je nach der 
Temperatur nach Verlauf von 6—8 Wochen aus. . Bei unseren 
Untersuchungen dauerte die Bebriitung fast immer 47 Tage. Das 
Ei hat eine biegsame oder lederartige Schale; es ist ganz rund 
wie eine Pingpong-Kugel und etwas kleiner als ein Hiihnerei. 

3ei einer gliicklichen Gelegenheit konnten wir im vorigen 
Sommer iiber zehntausend Eier der Meerschildkrote von der 
Fukiage-Kiiste in der Praifektur Kagoshima bekommen und haben 
diese hauptsichlich bei den ausgedehnten chemischen Untersu- 
chungen verwendet. 

Fir die Sammlung der Hier und Pflege bei der Bebritung, 
sowie Beobachtungen und Mitteilungen an Meerschildkroten sage 
ich Herrn Jugo Furugaki, dem Landbesitzer der betreffenden 
Gegend, meinen besten Dank fiir seine hebenswiirdige Unterstiit- 
zung. Der Kaiserlichen Akademie sei ebenso ehrerbietig fiir Ge- 
wiahrune eines Stipendiums gedankt. 


ET 


Die Schale bildet mehr oder weniger eine pergamentartig 
derbe Umhilluung des eigenthcehen Hies. Das Gewicht der gerei- 
nigten Schale betréigt ungefihr 5,5% des Gesamtgewichts vom 
unbebrtteten Ei. Im Verlauf der Bebriitung entwicklungsfahiger 
Embryonen wird die Schale teilweise abgebaut und zum Anfbau 
des Kmbryos verwendet. Chemisch bestehen die Hierschalen der 
Meersehildkrote zum tiberwiegenden Teil aus anorganischer Sub- 
stanz und zwar CaCOs. 

Was das Gewicht der Hier betrifft, so zeigt es keine grosse 
Schwankungen. Bei meinen Untersuchungen habe ich als Mittel- 
wert fiir 100 Hier 34,4¢ gefunden. Das Verhiltnis von Schale, 
Hierklar und Hidotter und die Zusammensetzungen derselben 
konnen kurz in folgenden Tabellen zusammengestellt werden. 

Verhaltnis von Sehale, Kierklar und Bidotter. 
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Eigewicht 9< ee Mitte 
Pe ppl h hii 45) ee Prozent 
Schale 1,5— 3,0 2,0 5,8 
Eiweiss 3,2 - 14,0 AS 39,2 
Higelb Ish y= 1B} 18,9 55,0 


Auf ein Hi berechnet verteilen sich die Nihrstoffe wie folet: 


: . (13,5 g. Hiweiss 
VOM CINGTA TT th Se n8 aay : 
18,9 2. Higelb. 


Stickstoff- | 


Tnecay | Lrocken- Stickstoff- 74 freie oun 
y pel substanz substanz Bett Extrakt- RalZe 
ay 2. g. 8 stoffe 8. 
g. 
Eiweiss 13,30 0,20 0,04 0,08 
1,65 2,81 
Higelb Go ‘yall (a5) 0,22 


In der Asche wurden Phosphorsiure, Schwefelsiure, Chlor, 
Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium und Kieselsiiure konsta- 
tiert. 

Unter den stickstofffreien Extraktstoffen wurde eine giirende 
Zuckerart gefunden, deren Menge ausserst klein war. Im EHierklar 
ist der Traubenzucker nur spurweise vorhanden. Im _ Dotter 
dagegen ist der Zuckergehalt viel grosser als 1m Eiweiss. Der 
Eidotter enthalt durchschnittlich 18 mg. Traubenzucker. 

Nach Angabe von J. Yoshikawa (1913) wurde d-Milch- 
sdure polarimetrisch ermittelt. Im Hierklar ist d-Milchsaure nur 
0,003% vorhanden. Die im Dotter vorhandene Fleischmilchsaure 
ist ebenfalls klein und lasst sich zu 0,012% als Mittel angeben. 

Bei der Ermittlung des Gesamt- und Reststickstoffes stellte 
sich bemerkenswerterweise heraus, dass die Gesamtstickstoffmenge 
des Meerschildkréteneies im Vergleich zu dem Hiihnerei auffallend 
gering ist und dass die Menge der durch Phosphorwolframsaure 
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fallbaren Reststickstoffformen viel weniger ist, wahrend der Gehalt 
an Gesamtreststiekstoff und Aminostickstoff beider Tierarten unter- 
einander nicht sehr verschieden ist. 

Die einzelnen Versuchsergebnisse stimmten immer gut mitein- 
ander iiberein. Es folgt hier eine Tabelle, die die in den ver- 
schiedenen Versuchen erhaltenen Mittelwerte an Gesamt- und Rest- 
stickstoff im Meerschildkrétenei enthalt. 


| Saat Gesamt- Rest-N durch Amino-N. 
ae Rest- PWS fillbaren nach 
Rese stickstoff Natur . van Slyke. 
ae % % % 
Hierklar 
u. 0,290 0,014 -— — 
Dotterhaut 
Dotter 2,910 0,033 0,003 0,004 


Es ergibt sich weiter, dass die Menge der im Hierklar des 
Meerschildkroteneies frei und gebunden vorhandenen lebenswich- 
tigen Aminosiuren auffallend gering ist, wahrend deren Gehalt 
im Dotter im Vergleich zu dem Hiihnerei ungefahr gleich ist. 

Die Befunde kénnen kurz in folgender Tabelle prozentisch 
zusammengestellt werden. 


ee Tyrosin| Cystin | Arginin | Histidin] Lysin ee 
FHierklar 0 0,103 0,123 0,032 0,009 0,009 0 


Eidotter 0,055 | 0,153 0,201 1,089 0,201 1,304 0,003 


EN 


Wie zu erwarten, laufen die im Eiinhalt wihrend der Be- 
briitung nachweislichen chemischen Prozesse auf eine Uberfiihrung 
der vorhandenen Vorratsstoffe des Eiinhaltes in die in der Bildung 
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der entsprehenden Gewebe und Oreane des Keimlings hinaus. Man 
bestimmt sie also grundsiitzlich durch successive Analyse des Ei- 
inhaltes auf die in Frage kommenden Substanzen im Laufe der 
Hientwicklung. 

Neben den Umsetzungen, welche den energetischen Bediirf- 
nissen des Keimlings dienen, spielen die auf seinen Baustoffwechsel 
gerichteten eine betrachtliche Rolle; an ihnen sind unter den 
organischen Bestandteilen des urspriinglichen Eiinhaltes quanti- 
tativ in erster Linie die Eiweisse und die Lipoide beteiligt. 

Der Kohlehydratumsatz im Meerschildkrétenei steht nicht im 
Vordergrunde, da das Ei nur geringe Mengen freier Kohlehydrate 
zur Verfiigune hat. Der im frischen Dotter wenig vorhandene 
Traubenzucker (18me.) erfahrt wihrend der Bebriitune eine 
allmahliche Abnahme und bei 30 tigiger Bebriitune sinkt der 
Zuckergehalt auf eine so gerinefiigige Menge, dass man die Menge 
nicht mehr ermitteln kann. 

In Bezug auf die Proteinsubstanzen hat sich fiir die Entwick- 
lune des Eies ergeben, dass sich eine Synthese von Harnstoff 
sicherlich vollzieht, wihrend die Harnsiure nicht in wesentlicher 
Menge gebildet wird. 

Der Gesamtinhalt des Meerschildkréteneies wurde modelchst 
zerkleinert und mit Alkohol versetzt, der Riickstand wiederholt 
im Alkohol aufgenommen. Die alkoholischen Ausziige wurden 
eingedampft, in Wasser geliést, ein aliquoter Teil davon ftir die 
Bestimmung des Harnstoffes entnommen. Der in Alkohol un- 
lésliche Riickstand wurde mit Ather behandelt und die getrocknete 
Masse mit 0,4% Lithiumearbonatlésung riickfliessend extrahiert 
und zur Ermittelunge der Harnsaéure verwendet. 

Der Harnstoff wurde mit der bekannten Ureasemethode 
bestimmt. Fiir Ermittelung der Harnsiiure wurde das colori- 
metrische Verfahren von Folin und Wu (1919) angewandt. 

Der Ubersichlichkeit und der Einfachheit halber stellte ich 
in folgender Tabelle die Resultate, die Mittelwerte des Harnstoffes 
und der Harnsiure auf ein Ei berechnet, zusammen. 
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Bebriitungs- | Gewicht des Menge des Menge der 

dauer verwendeten Harnstoffes Harnsiiure 
in Eiinhalts * 

Tagen g MS % mg. mg./100 ¢ 

Frisch 3o52 0,002¢ 0,0056 0,00 6,00 
15 36,3 0,0037 0,0101 0,17 0,46 
30 34,0 0,0100 0,0294 0,10 0,29 
45 40,0 0,0245 0,0612 0,15 0,37 


Nicht ohne Interesse ist die Bildung der in der Glutathion- 
fraktion auftretendeen Substanz im Meerschildkrétenei bei der 
spiteren Bebriitungsperiode. Nach Angabe von Tunnicliffe 
(1925) wurde der getrocknete Eiinhalt mit 10% ‘Trichloressig- 
siure extrahiert und die in Frage kommende Substanz jodometrisch 
ermittelt. Dabei wurden aus einem 30 Tage lane bebriiteten Ei 
0,15mg und aus einem 45 Tage lang bebrtiteten 0,81 me fest- 
eestellt. 
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Uber das Verhalten des im Reptilienei vorhandenen 
Reststickstoffes bei der Bebrutung. 
Von 


YASUO NAKAMURA. 


Die in der friiheren Abhandlung (1921) an den Hiihnereiern 
mitgeteilten Erfahrungen tiber das Verhalten der Reststickstoff- 
formen bei der Bebriitung werden im folgenden auf Reptilieneier 
angewandt und weiter entwickelt. 

Um die Mengenverhiltnisse der Reststickstoffformen gegen- 
uber dem Gesamtstickstoff zu finden, habe ich zuerst die Gesamt- 
stickstoffmenge der einzelnen Teile des Eies auf bekannte Weise 
ermittelt. 

Hierklar, Dotter, Weissdotter und Dotterhaut und das bei den 
sich entwickelnden Hiern erscheinende Allantois- und Amnioswasser 
und Embryo wurden soregfiltig getrennt. Das Embryo wurde 
zuerst mit der Schere zerkleinert, in der Reibschale zerrieben 
und mit konzentrierter Schwefelsiure behandelt. Die anderen 
Teile wurden sofort mit Schwefelsiure in der Hitze geldst. Die 
schwefelsaure Lésung wurde in einen geeigneten Kolben gefiillt. 
Ein aliquoter Teil davon wurde dann verascht und weiter kjel- 


dahlisiert. 
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Die Ermittlung des Reststickstoffes geschah genau so wie bei 
den Hiihnereiern. Ausser dem Dotter und Embryo wurden dabei 
das Hierklar, die Dotterhaut, der Weissdotter, das Amnios- und 
Allantoiswasser zugleich untersucht. 

Das Bestehen chemischer Umsetzungen der Stickstoffformen 
in keimenden Eiern der Meerschildkréte aussert sich vor allem 
durch eine deutliche Zunahme des Reststickstoffes und einen 
geringen Verlust des Gesamtstickstoffes. 


EXPERIMENTELLES. 

1. Stickstoffgehalt. 
Die einzelnen Versuchsergebnisse bei allen Bebriittungsperioden 
stimmten immer sehr gut miteinander tiberein. Es folgt hier eine 


Tabelle, die die in den verschiedenen Versuchen erhaltenen Mittel- 
werte an Gesamtstickstoff im Meerschildkrotenei enthalt. 


TABELLE I. 

a Gut reps Weissdotter, 

2 carga Dotter Amnios- u. Embryo Ganzes Ei 

ces : Allantoisfl. 

os nm on oN nm on m on nm of 

5 So) : : q : : amt-N. 

a ae) 8.) BS 8 NS Gee Seah 

ea) os B os ZR oa PA 23 A 9 

as | 2 | as 2 ‘pas 2 as 2 8 % 

Frisch | 18,7 |0,0412] 11,4 |0,5481 3,0 |0,0027) — LOSS O20 le Wy aa 

16 10,5 |0,0178} 10,8 |0,5443} 12,5 |0,0243] — — |0,5864) 1,73 

30 5,8 |0,0122} 10,4 90,5012! 15,1 | 0,0253 1,1 |0,0102 | 0,5489] 1,69 

45 — — 2,6 |0,1193] 12,7 |0,0640} 17,5 | 0,3234]0,5067} 1,54 


Man sieht, dass die Gesamtstickstoffmenge in dem ganzen Hi- 
inhalt viel weniger ist als die des Vogeleies und dass der Gesamt- 
stickstoff bei der Bebriitung eine geringfiigige Abnahme erfahrt. 
Dieser Verlust soll auf Entweichen des Stickstoffes und der stick- 
stoffhaltigen fitichtigen Substanzen beruhen. 
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2. Reststickstoff. 

In der enteiweissten Losung der einzelnen Hibestandteile wurde 
der Stickstoff nach Kjedahl auf bekannte Weise bestimmt. 
Dabei wurden der durch Phosphorwolframsiure fallbare Reststick- 
stoff und der nach van Slyke bestimmbare Aminostockstoff 
zugleich ermittelt. Der Ubersichtlichkeit halber sollen die wesent- 
lichen Untersuchungsergebnisse in einer Gesamttabelle kurz pro- 


zentisch zusammen miteeteilt werden. 


TABELLE II. 


Rosen a Rest-N, d. durch 
Bebriitungs- Gesamt- dureh Ree come 
dauer ah Reststick- P-W-S. pod kar Re 
: Eninhalt ee van Slykescher 
iu. stoff fallbar. Mathode 
1 rf J « . = 
Ese (%) ge bestimmbaren 
Y Natur (% 
Hierklar u. as an 
Dotterhaut 0,018 
Frisch Dotter 0,019 0,002 0,902 
Weissdotter 0,014. 0,001 0,002 
Hierklar u. ~ a 9 
Dotterhaut 0,015 0,002 
16 Dotter 0,019 0,003 0,003 
Weissdotter 0,020 0,002 0,002 
Hierklar u. ro : 
Dotterhaut 0,018 0,003 
Dotter 0,026 0,005 0,004 
30 
Weissdotter 0,020 0,002 0,003 
Embryo 0,040 = 0,006 
Dotter 0,189 0,014 0,029 
= Amnios- u. é 
. 3 0,( 0,( 
45 Viiiantaiens 0,048 )03 0,003 
Embryo 0,052 0,007 0,007 
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Aus den angefiihrten Befunden ergibt sich, dass die im 
Meerschildkrétenei vorhandenen Reststickstoffformen sich wahrend 
der Bebriitung mit fortschreitender Entwicklung des Embryos ver- 
mehren. Vergleicht man nun die Resultate mit denen des Hiih- 
nereies, so fallt es auf, dass die Menge des durch Phosphorwolfram- 
siure fillbaren Reststickstoffes sehr gering ist. 
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Uber die Bildung von d-Milchsaure bei der Bebrutung 
yon Meerschildkroteneiern. 


VON 


YUZO SENDJU. 


Durch Verfolgung der in bebriiteten Hiihnereiern stattfinden- 
den chemischen Veraénderungen hat M. Tomita (1921) neues 
Material zu der Frage nach der Herkunft und der Entstehung 
der d-Milchséure im tierischen Organismus beizubringen versucht. 
Im frischen Hiihnerei finden sich im Weissei nur sehr geringe 
Mengen, im Dotter etwa 0,0318% Milchsaure. Bei der Bebriitung 
erfolet in den ersten 5 Tagen eine starke Zunahme der Milchsaure 
bis zum Hochstwert von 0,0763 bzw. 0,13837%0, der im weiteren Ver- 
laufe wieder eine starke Abnahme folet. Im Zusammenhang mit 
der Tatsache, dass im Laufe der Bebriitung eine stetige Abnahme 
des Traubenzuckers eintritt und die Milchsiurebildung durch 
Glukoseinjektion befordert wird, gewinnt er die Vorstellung, dass 
der Traubenzucker im bebriiteten Ei zu d-Milchsaure abgebaut 
wird. 

Zweecks Erginzune der Untersuchungen tiber Milchsaure- 
bildung bei der Hibebriitung sind die folgenden Untersuchungen 


unternommen worden. 
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Fierklar, Dotter und Embryo wurden sorgsam getrennt, die 
beiden ersten sofort und der Embryo erst nach der Zerkleinerung 
mit Wasser durchgeriihrt und die gleichmissige Fliissigkeit wurde 
mit der Schenckschen Losung enteiweisst. Das Filtrat wurde mit 
Schwefelwasserstoff behandelt ; aus Filtrat vom Schwefelquecksilber 
wurde der Schwefelwasserstoff unter Durchleiten von Luft ver- 
trieben. Die Fliissigkeit wurde hierauf mit Natriumearbonat neu- 
tralisiert und unter vermindertem Druck stark eingeenet. Der 
Ruckstand wurde mit eimem 10 fachen Volumen 94% Alkohols 
vermischt und nach 24 stiindigen Stehenlassen filtriert. Das Filtrat 
verdunstet, und der Riiekstand wurde mit absolutem <Alkohol 
erschopfend extrahiert. Von dieser Losung wurde nun der Alkohol 
abdestilliert, der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und 
nach Ansiuerung mit Phosphorsiure mit Ather im Kumagawa- 
Sutoschen Extraktionsapparat extrahiert. Der Atherauszug wurde 
mit gegriihtem Natriumsulfat getrocknet, filtriert, der Ather 
abdestilliert, der Rickstand in wenig Wasser geldst, eine halbe 
Stunde auf dem Wasserbade mit Bleicarbonat erhitzt, filtriert und 
das Filtrat mit Schwefelwasserstoff entbleit. Um den gelisten 


Bebriitungs-|| Zahl der Gewicht des verwendeten Menge d. d-Milchsiiure 


dauer verwendeten Materials 
in Tagen Wier g g Yo 
Friset 50 2113 Weissei 0,0680 
ween Holt 3020 Dotter 0,3669 0,008 
15 96 3520 Eiinhalt 1,4592 0,041 


2964 Weissei, Embryo, 


Bi 98 Amnios- u. Allantoisfl.) 0,2661 0,016 
789 Dotter 
45 82 2772 =Eiinhalt 0,4196 0,015 


Neugeboren 190 1595 0,6225 0,939 
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Schwefelwasserstoff zu vertreiben, wurde das Filtrat unter ver- 
mindertem Druck stark eingeengt und sehliesslich mit reinem 
Lithiumearbonat in Lithiumlaktat iiberfiithrt. Nach Angabe von 
Junji Yoshikawa (1913) wurden die Konzentration der d- 
Milehsiure polarimetrisch ermittelt. 

Die Resultate der einzelnen d-Milchsiurebestimmungen sind 
kurz in der Tabelle zusammengestellt worden. 

Aus den Versuchsresultaten geht hervor, dass d-Milchsiure 
in den ersten 15 Tagen eine bedeutende Zunahme erfahrt, der im 
weiteren Verlaufe wieder eine starke Abnahme folgt. Es fallt 
hier sofort auf, dass sobald die Jungen ausschliipfen, eine starke 
Zunahme der d-Milchsaure bis zum Hochstwert von 0,039% erfolet. 

Vergleicht man nun die in der Tabelle eingetragenen Werte 
der d-Milchsaiure mit denen des bebriiteten Hiihnereis, so lasst sich 
nicht verkennen, dass eine Vermehrung der d-Milchséiure in der 
ersten Halfte der Bebriitungsdauer im Hiihnerei in viel bedeuten- 
derem Masse erfolet als im Reptilenei. 
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Uber das Verhalten der lebenswichtigen Aminosauren 
b3i der Bebrtitung des Meerschildkroteneies. 


VON 


YUZO SENDJU. 


Durch die Ergebnisse unserer chemischen Untersuchungen 
liber die Embryogenese des Hiihnereies (1925-1927) kam ich zu 
der Anschauung, dass sowohl das Tryptophan als auch das Tyrosin 
und das Cystin bei der Entwicklung des Hiihnerembryos sehr 
wahrscheinlich als Ausgangsmaterial zur Bildung anderer Stoffe 
Verwendung finden, und dass die in freier sowie in gebundener 
Form vorhandenen Hexonbasen als solehe unentbehrlich sind. 

Ich bin dieser Frage nun beim Meerschildkrétenei naher 
getreten. 

Als Untersuchungsmaterial benutzte ich einerseits moglichst 
eleichgrosse Kier, die von Meerschildkréten derselben Rasse in 
einer bestimmten Frist geleet worden waren, und zwar verwendete 
ich zum Teil frisch befruchtete Eier und zum Teil bebriitete Hier, 
die 15, 37 und 45 Tage alt waren. Andererseits wurden zugleich 


die Neugeborenen untersucht. 
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Fiir Ermittiung des Tryptophangehaltes wurde dabei das 
eolorimetrische Verfahren von QO. Fiirth (1920) angewandt. Das 
Tyrosin wurde nach Angabe von O. Fiirth u. Fleischmann 
(1922) durch Bromadditionsverfahren bestimmt. Durch das von 
Y. Okuda (1925) angegebene jodmetrische Verfahren habe ich 
das Cystin ermittelt. Dabei wurde das Cystein samt dem Cystin 
als Cystin berechnet. Bei der Untersuchung von Hexonbasen 
wurden die Purinbasen als Silbersalze gefallt und aus dem Filtrat 
der Silberfallung habe ich die Hexonbasen nach dem Verfahren 
von Kossel u. Kutscher (1900-1901) fiir sich allein isoliert. 
Die naheren Behandlungen geschahen genau so wie bei Huthner- 
elern. 

Es folgt nun eine Tabelle, welche die in den verschiedenen 
Versuchen erhaltenen Mittelwerte an Tryptophan, Tyrosin, Cystin, 
Hexonbasen und Purinbasen im ganzen Ei oder im neugeborenen 
Jungen enthalt. 


a Menge von d. frei und gebunden vorhandenen 
Bebriitungs- 
Lae Trypto- | Tyrosin | Cystin | Arginin| Histidin| Lysin | Purin- 
ee phan ¢ g g g g g basen g¢ 
Frisch 0,0550 | 0,1735 | 0,0586 | 0,2076 | 0,033 0,2118 | 0,0004 
15 0,0460 | 0,1565 | 0,0516 | 0,1952 | 0,0353 | 0,2015 | 0,0007 
37 0,0396 | 0,1352 | 0,0406 | 0,1930 | 0,0454 | 0,1866 | 0,0027 
45 0,0379 | 0,1149 | 0,0312 | 0,1756 | 0,0466 | 0,2006 | 0,0033 
Neugeboren | 0,0359 | 0,1152 | 0,0273 | 0,1813 | 0,0476 | 0,1959 | 0,0036 


Aus den beschriebenen Untersuchungen ergeben sich folgende 
Schliisse : 

1. Der Gehalt des Meerschildkroteneies an frei und gebunden 
vorhandener Tryptophan, Tyrosin, Lysin und Purinbasen ist 
ungefahr die Halfte beim Hiihnerei. 

2. Der Gehalt des Meerschildkroteneies an frei und gebunden 
vorhandener Cystin und Histidin ist noch weniger und betrigt 
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ungefahr 14 bis 44 im Vergleich mit dem Hiihnerei, wiihrend die 
Argininmenge beider Tierarten nicht sehr verschieden ist. 

3. Bei der Bebriitung nimmt der Gehalt des Meerschild- 
kroteneis an Tryptophan, Tyrosin, Cystin und Areginin allmiihlich 
ab. Auf Grund dieser Ergebnisse kann man mit vollem Rechte 
annehmen, dass wahrend der Bebriitung des Meersehildkroteneies 
diese Aminoséuren wahrscheinlich als Ausganesmaterial zur Bil- 
dung anderer Stoffe Verwendung finden. 

+. Die Gesamtmenge des im Meerschildkrétenei frei und 
gebunden vorhandenen Lysins bleibt wahrend der Bebriitung 
beinahe konstant. 

5. Bei der Bebrititung erfolgt eine allmahliche Zunahme von 
Histidin, welches im Meerschildkrotenei frei und gebunden vor- 
handen ist. Dieses Verhalten trat bei dem Hiihnerei nicht deut- 
lich zutage. 

6. Aus den angefiihrten Befunden ergibt sich weiter, dass 
die im Meerschildkrotenei frei und gebunden vorhandenen Purin- 
stickstoffformen sich wahrend der Bebriitung mit fortschreitender 
Entwicklung des Embryos vermehren. 
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Uber das Verhalten der anorganischen Bestandteile 
bei der Bebrutung des Meerschildkroteneies, 
Von 
JUNJI KARASHIMA. 


Ubersieht man die Literatur tiber die Bedeutung der Salze 
fiir den Organismus, so liisst sich allerdings nicht verkennen, dass 
die Mehrzahl der Autoren zu der Ansicht neigt, dass die Zufuhr 
der Nahrsalze in erster Reihe und weitaus am starksten fiir den 
wachsenden Organismus notwendig ist. 

Uberhaupt aber, wo Organisation und Zellbildung stattfindet, 
da miissen notwendigerweise gewisse anorganische Salze mitwirken. 
Keine Elementarzelle kann sich ohne anorganische Salze bilden. 
Es kann also als unbestreitbare Tatsache gelten, dass ein gewisses 
Mass der Salzzufuhr auch fiir den sich entwickelnden Embryo 
der ausserhalb einer miitterlichen nutritiven Sphare heranwach- 
senden Tierklassen eine physiologische Lebensbedingung ist. 

Wie zu erwarten, finden im Laufe der Hibebriitung eine 
Mobilisierung und Uberfiihrung von anorganischen Bestandteilen 
des Eiinhaltes in dem werdenden Embryo statt, und es muss dabei 
besonders darauf hingewiesen werden, wie ausserordentlich ver- 
schieden untereinander der Stoffwechsel der einzelnen Mineral- 
bestandteile des Organismus sowohl qualitativ wie quantitativ ist, 
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offenbar weil sie ganz verschiedenen Zwecken im K6rperhaushalt 
dienen. Diese Unterschiede sind nicht nur in chemischer, sondern 
auch in physiologischer Hinsicht sehr bedeutsame. 

Um einen Beitrag zur Kenntnis des Mineralstoffwechsels des 
sich entwickelnden Embryos zu liefern, habe ich im Anschluss an 
bereits mitgeteilte fragmentarische Beobachtungen bei Hithner- 
eiern den Versuch unternommen, die anorganischen Bestandteile in 
ganz verschiedenen Entwicklungsstadien des Meerschildkroteneies 
moglicht systematisch zu verfolgen. Dabei wurden Hierklar, 
Dotter, Embryo, Amnios- und Allantoisfliissigkeit sorgfaltig abge- 
trennt und jede fiir sich besonders bearbeitet. Je nach der Menge 
des verwendeten Materials wurden zu Versuchen manchmal iiber 

100 Stiick Eier gebraucht. 


TABELLE I, 
aan uate der Trockensubst.| Org. Subst. | Anorg. Subst. 
ate Substanz a ; 5 
g g % g % g % 
| — | a 
Frisch Klar 1350 20,01 16,46 11,45 15,56 8,56 0,90 
Dotter 1895 | 514,25 492,59 21,66 
Klar 709 ala iealal 7,56 Be) 
15 Tage Dotter 2664 568,19 | 15,34] 542,01 | 14,56 26,18 | 0,78 
Embryo 4 0,31 0,27 0,04 
Klar mit 
Dotterhaut 536 15,61 12,22 3,39 
30 Tage Dotter 2252 | 469,36 14,76 451,12 14,01 18,24 0,75 
Embryo 141 9,38 8,15 And 
Allantois- u. 
Amniosfl. 446 3,66 1,16 2,50 
Klar 0 0 0 0 
oes Dotter 500 | 224,44 217,89 6,55 
Stage | minheyo 1525 | 262,60 | 1439) 93669 | 10.54) 95,91 | 0.85 
Allantois- u. 
Amniosfl. 2380 14,61 9,57 
Neugeboren 2125 | 469,81 | 22,18) 431,59 | 20,31] 38,92 1,87 
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Soweit nun zunichst die quantitative Analyse sich auf die 
festen Stoffe bezieht, hat sie vorhergehende Zusammensetzung 
ergeben. 

Bei Betrachtung der soeben angefiihrten Tabelle sieht man, 
dass der Aschengehalt, abgesehen von Neugeboren, in der ganzen 
Bebriitungsperiode keine erosse Ab- und Zunahme erfihrt. 

Die quantitative Zusammensetzune der einzelnen Mineral- 
bestandteile lasst sich zunichst der Ubersichtlichkeit halber am 
besten aus folgender Zusammensetzung iibersehen. 


TABELLE II. 


Mineralbestandteile im ganzen Eiinhalt % 


Bebriitungs- P.O; 
dauer | K:0 |NaO | Cao | Mgo |__| 80, | 1 | sic, 


anorg.| org. 


Frisch 0,117 | 0,186) 0,061] 0,028] 0,006; 0,342] 0,267] 0,140} 0,021 
15 Tage 0,108 | 0,165} 0,066} 0,088] 0,013] 0,280] 0,236} 0,156] 0,018 
30 Tage 0,109 | 0,126} 0,068) 0,086] 0,015] 0,266) 0,246} 0,085] 0,031 
45 Tage 0,081 | 0,135} 0,181) 0,108} 0,123) 0,106] 0,154] 0,099} 0,015 

Neugeboren | 0,108} 0,181] 0,476) 0,289) 0,365 | 0,052} 0,162} 0,133 | 0,022 


Stellt man die Einzelbestandteile der Aschen bei der Bebru- 
tung einander gegenniiber, so findet sich in dem spateren Stadium 
der Bebriitung eine betrachtlichere Vermehrung des IKalks und des 
Maenesiums. Diese Ergebnisse deuten darauf, dass die Schale 
teilweise abgebaut und zum Aufbau des Embryos verwendet wird, 
da von aussen keine Zufuhr erfolgt. 

Es ergab sich weiter als wesentlicher Befund, dass die anor- 
eanische Phosphorsiure wihrend der Entwicklung in bedeutendem 
Masse zunimmt, wihrend der Gehalt des Eiinhaltes an Gesamt- 
phosphor in der ganzen Periode nicht in breiten Grenzen schwankt. 
Die organischen Phosphorverbindungen dienen also als Phosphor- 
quelle fiir die Skelettverkalkung des Embryos, dies wird besonders 
deutlich vom 45 Bebriitungstage an. 
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Eine Mobilisierung und Uberfiihrung von einzelnen anorgani- 
schen Bestandteilen des Eiinhaltes in dem werdenden Embryo sind 
leicht aus foleenden Tabellen ersichtlich. 


TABELLE III. 


K:20 
Auf 100 Teile Kiinhalt kommen im 
Bebritungs- 
dauer Weissei u. a 4 = Allantois- u. ganzen 
Dotterhaut ge EES Amniosfl. Ei 
Frisch 0,0409 0,0764 == = 0,1175 
15 Tage 0,0231 0,0853 0,0002 | == 0,1086 
30 Tage 0,0174 0,0599 0,0078 0,0154 0,1005 
45 Tage = 0,0139 0,0543 0,0132 0,0814 
TABELLE IV. 
NazO 
Auf 100 Teile Eiinhalt kommen im 
Bebriutungs- 
dauer Weissei u. : = na Allantois- u. ganzen 
Dotterhaut Dotter Embryo Amniosfl. Hi 
Frisch 0,1150 0,0718 = = 0,1868 
15 Tage 0,0530 0,1123 0,0003 = 0,1656 
30 Tage 0,0313 0,0663 0,0082 0,0208 0,1266 
45 Tage — 0,0078 0,1023 0,0250 0,1351 
TABELLE V. 
CaO 
Auf 100 Teile Hiinhalt kommen im 
Bebriitungs- 
dauer Weissei u. es : Allantois- u. anzen 
Dotterhaut Dotter Embryo Amuniosfl. c Ei 
Frisch 0,0019 0,0593 — — 0,0612 
15 Tage 0,0038 0,0623 0,0001 — 0,0662 
30 Tage 0,0026 0,0626 0,0012 0,0022 0,0686 
45 Tage —_ 0,0109 0,1101 0,0105 0,1315 
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TABRELLE VI, 


MeO 
Auf 100 Teile Eiinhalt kommen im 
Bebriitungs- 
dauer Weissei u. - : — Allantois- u. ganzen 
Dotterhaut Dotter Embryo Amniosfl. Hi 
Frisch 0,0024 0,0260 — — 0,0284 
15 Tage 0,0035 0,0347 0,0001 = 0,0383 
30 Tage 0,0031 0,0306 0,0013 0,0017 0,0367 
45 Tage == 0,0027 0,0957 0,0101 0,1085 
TABELLE VII. 
P20s 
Rebrii- ee Auf 100 Teile Hiinhalt kommen im 
tungs- des Weissei Allan- aren 
dauer Phosphors |u. Dotter-| Dotter | Embryo tois- u. Be Bi 
: di 
haut Amniosfl, 
Gesamt-P. 0,0049 0,3482 0,3481 
Frisch anorg. P. 0,0027 0,0033 _- — 0,0060 
org. 18% 0,0022 0,3399 0,3421 
Gesamt-P. 0,0076 0,2860 0,0004 0,2940 
15 Tage Bbatonte, 12 0,0075 0,0061 — 0,0136 
ore. P. 0,0001 0,2799 0,2804 


30 Tage 


Gesamt-P. 0,0051 0,2695 0,0055 0,0017 0,2818 
ANOLE ses 0,0029 0,0069 0,0048 0,0010 0,0156 


org. Ps 0,0022 0,2626 0,0007 0,9007 0,2662 


45 Tage 


Gesamt-P. 0,0898 0,1403 0,0067 | 0,2368 


LOL Suet -- 0,0047 0,1138 0,0051 0,1236 


org. lef 0,0851 0,0265 0,0016 0,1132 
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TABELLE VIII. 


SOz 
Auf 100 Teile Eiinhalt kommen im 
Bebriitungs- Tae Ee + 
Sancr [-otterhapt| Doles | f aembrya 6 or jeder 
Frisch 0,0155 0,2031 —_— = 0,2186 
15 Tage 0,0084 0,1819 0,0000 a 0,1908 
30 Tage 0,0101 0,1852 0,0012 0,0046 0,2011 
45 Tage = 0,0694 0,0510 0,0058 0,1262 


TABELLE IX. 


Cl 
Auf 100 Teile Eiinhalt kommen im 
Bebriitungs- 

Frisch 0,1160 0,0244 = — 0,1404 
15 Tage 0,0316 0,0855 0,0002 = 0,1173 
30 Tage 0,0317 0,0130 0,0092 0,0320 0,0859 
45 Tage = 0,0002 0,0563 0,0433 0,0998 

TABELLE X. 
SiOz 
Auf 100 Teile Eiinhalt kommen im 
Bebriitungs- 

Frisch 0,0015 0,0200 — — 0,0215 
15 Tage 0,0005 0,0184 0,0000 = 0,0189 
30 Tage 0,0002 0,0308 0,0002 0,0002 0,0314 
45 Tage = 0,0126 0,0026 0,0002 0,0154 
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Uber das Verhalten der Fette bei der Bebriitung 
yon Meerschildkroteneiern. 


VON 


JUNJI KARASHIMA., 


Neben den Umsetzungen des Fettes, welche den energetischen 
Bedurfnissen des Keimlings dienen, spielen die auf seinen Baustoft- 
wechsel gerichteten eine betrachtliche Rolle. 

Es ist also nicht ohne Interesse zu entscheiden, ob das Fett 
sich waihrend der Bebriitung in seiner Zusammensetzung und 
Higenschaft ganz gleichmassig verhalt, oder ob es dabei Verinde- 
rungen erfahrt. 

Wenn von diesem Standpunkte aus die Zusammensetzung etwa 
in Hinsicht auf Fettabbau und Fettaufbau interessiert, muss man 
ein moglichst vollstandiges und ubersichtliches Bild von der Art 
und relativen Menge der Komponenten eines Fettes haben. Dazu 
sind die Kennzahlen in ihrer alten Form nicht fahig. Dies Ver- 
halten naher zu beleuchten, wird durch Ermittlune der Kenn- 
zahlen von Bamberger (1927) beabsichtigt, die sich ja alle nur 
auf Fettsiuren beziehen, in einer einzigen Einheit auszudriicken, 
und zwar in einer, die zugleich den Zusammenhang mit der organi- 
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schen Chemie vermittelt, und dann die einzelnen Komponenten 


mit der Gesamtzahl der Fettsauren zu vergleichen. 


Als Untersuchunesmaterial verwendete ich dabei zum Teil 


frische Kier, die von Meerschildkréten derselben Rasse in einer 


bestimmten Frist geleet worden waren, und zum Teil ihre be- 


briiteten Hier, die 1o, 30 und 45 Tage alt waren. 
die Neugeborenen untersucht. 


Zugleich wurden 


Die Befunde kann man in Kiirze foleendermassen tabellarisch 


zusammentassen : 


TABELLE I, 


Prozentzusammensetzungen. 


oS ie Gesamte Freie mee : pee s : b ee 
ey ee in 100 ao ae lésliche | unldsliche | in % der 
tke Hiern “Uy : “%. Fettsauren| Fettsiuren| Carboxyl- 
g o oO % % gruppen 
Brisch 164,5 100 2,4 0,8 0,6 87,5 
15 Tage 168,0 100 32,6 0,9 0,5 82,2 
30 Tage 163,0 100 23,4 0,9 0,8 92,2 
45 Tage 136,5 100 26,6 0,8 0,7 OTs 
Neugeboren 1152 100 19,7 Apt 0,8 94,3 
TABELLE II, 
Milimolzah! der Fettsiuren. 
neaue ‘ettsiuren j _#- 
Cehalt Millimol Fettsiuren in 1g Fett 
: Ss ey | ea Deut A cen tee wie 
es | in 100 | Gesamte Freie ieee Eaneheiwe Un- 
yr Hiern Kett- Fett- Mecsas Wasser” | gesiittigte 
g Gate Seniion loshche | unlosliche Betteaute 
Fettsiuren| Fettsiuren ae 
Frisch 164,5 8,527 0,083 0,029 0,022 3,089 
15 Tage 168,0 3,097 1,205 0,032 0,018 3,039 
30 Tage 163,0 3,699 0,865 0,034 0,030 3,409 
45 Tage 136,5 3,414 0,962 0,026 0,024 3,130 
Neugeboren 111,2 3,324 0,656 0,035 0,026 3,134 


EE 
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Blickt man nun auf die in den Tabellen eingetragenen Fett- 
mengen, so fallt auf, dass das Gesamtfett im ganzen Hi im spiteren 
Entwicklungsstadium eine erhebliche Abnahme erfahrt. Was nun 
die Zusammensetzung des Fettes betrifft, so bemerkt man, dass 
nach der 15 tagigen Bebriitung eine betrachtliche Zunahme der 
freien Fettsiuren erfolet. Die Annahme, dass die freien Fett- 
sauren teils als Oxydationsprodukte der fettfreien Bestandteile des 
Hunhaltes zu finden sind, ist dabei ganz ausgeschlossen, denn der 
Gehalt an Gesamtfettsiure bleibt immer konstant. 
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Uber Fermente im Meerschildkrotenei. 
VON 


JUN-ICHIRO SAGARA, 


Wir begeenen den Fermenten itiberall da, wo Lebensvorginge 
sich abspielen. Man ist daher berechtigt, an die Méeglichkeit zu 
denken, dass alle tiefgehenden, chemischen Umsetzungen, welche 
sich in bebriiteten entwicklunesfaihigen Eiern abspielen, an 
bestimmte Fermentwirkungen gekniipft sein konnten. 

Im Hinblick auf embryologische Gesichtspunkte war es nun 
interessant zu entscheiden, in welchen Entwicklunegsstadien sich 
die verschiedenen Fermente zum erstenmal nachweisen lassen und 
in welehem Teil des Hies sie ihren Sitz haben. 

Zu dem Zweeke haben E. Abderhalden und E. Steinbeck 
(1910) einerseits die verschiedenen Entwicklungsstadien des Hiihn- 
chens untersucht und ferner Schweinembryonen verschiedenen 
Alters gepriift. Von besonderem Interesse ist dabei, dass die 
Fermente in der Entwicklung der Organismen zum Teil friihzei- 
tig auftreten. Beim Hiihnehen liessen sich in den Geweben am 
7. oder 8. Tage zum erstenmal peptolytische Fermente nachweisen. 
Bei Schweinembyronen waren vom 40. Tage an solche Fermente 
feststellbar. 
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Andererseits wurden yon J. Wohlgemuth (1905) sowohl 
mit Eiweiss wie mit Dotter antolytische Versuche gesondert ange- 
stellt und die Untersuchungen ergaben die Anwesenheit eines 
proteolytischen, eines lipolytischen und eines chromolytischen 
Fermentes im Dotter. Unter den Kohlehydratspaltenden Fer- 
menten wurde ein diastatisches von Miller und Masuyama 
(1900) im Dotter gefunden. Stepanek (1904) fand ein glykoly- 
tisches, das je aerob und anaerob verschieden wirkt. H. Roger 
(1908) wies endlich im Eiweiss und Higelb eine Amylase nach. 
Eingehende Untersuchungen von Y. Komori (1924) im hiesigen 
Institut ergaben ferner die Anwesenheit eines diastatischen im 
Kiweiss, Dotter und Embryo, eines lipolytischen und Nukleinséure 
spaltenden im Dotter und Embryo und eines tryptischen Ferment 
im Dotter. Er hat ferner konstatiert, dass Arginase zum erstenmal 
am 14. Tage im Embryo auftritt. 

Es schien nun wichtig, festzustellen, ob die Quantititen der 
Fermente in der Zeit der Bebriitung eine Anderung erfahren. 
3ereits im Jahre 1892 hatte Heim in dieser Hinsicht interessante 
Versuche mit Eiern von Crustaces decapodes angestellt. Auf 
diese Frage ist Koga (1928) naher eingegangen und er hat die 
Fermentverhaltnisse auch wihrend des Ausbriitens beim Hiihnerei 
untersucht. 

Um die Untersuchungen iiber Fermentwirkung bei den sich 
entwickelnden Hiern zu erginzen und um ferner das Verhalten bei 
Vogel- und Reptilieneiern zu vergleichen, habe ich das Studium 
der Fermente im Meerschildkrétenei unternommen. 

Die Versuchsordnung ist dieselbe wie sie bei der Arbeit von 
Y. Komori ausfitihrlich beschrieben worden ist. 

Das Eiweiss, der Dotter und der Embryo wurden jedesmal 
gesondert verarbeitet. Sie wurden sorefiltig getrennt, Eierklar 
und Dotter sofort, der Embryo erst nach der Zerkleinerung mit 
Wasser versetzt und die gleichmissige Fliissigkeit wurde in 2 
gleiche Portionen geteilt, wovon die eine mit der Sublimatlésung 
durchgemischt und unter Zusatz von Toluol bei 37-38° digeriert 
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wurde. Die andere Portion wurde jedesmal unter Innehaltung 
identischer Bedingungen fiir die Kontrollversuche der bei der 
Autolyse von Organmaterial allein auftretenden Umsetzung ver- 
wendet. Selbstverstandlich wurde noch eine JXontrollbestimmung 
zur Konstatierung der Tatsache vorgenommen, dass eine eleich 
grosse digerierte wasserige Lésung von Substraten eiinzlich un- 
gespalten blieb. 


Bere amine | ] | 
poe ene | econ | Hierklar | Dotter | Embryo 
Tagen | Stunden | | 
ee a oe 
Frisch | 24 | ae | tee 
15 | D4 | a | eee 
Diastase 30 | D4 ae | Sh | t 
45 24 | +++ + 
| Neugeboren 94 | | | eee 
Frisch 24-48 | - de 
15 24-48 | ~ | we | 
Lipuse 30 24-48 | - ath | a 
45 24-48 | |} +++ ua 
| Neugeboren 24-48 | | Te 
as eS eee = 3 : | 
Frisch | 24 | = | ie | 
15 | 24 i | | 
Nuklease 30 24. | + | ab + 
45 24 | +++ | + 
Neugeboren 24 di aE 
Frisch 168 RE ie ate 
15 168 + ip 
Trypsin | 30 168 + | Fees | = 
45 168 | niente | ct 
Neugeboren | 168 | | | eee 
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Die Ergebnisse meiner Untersuchungen sind in der Tabelle 
kurz schematisch verzeichnet. 
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